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A esquizofrenia é um transtorno mental debilitante e incurável que afeta mais de 
21 milhões de indivíduos da população mundial e cerca de 1,6 milhões da população 
brasileira. Trata-se de uma doença multifatorial que envolve fatores exógenos e 
endógenos desde o neurodesenvolvimento. A principal maneira de tratar essa doença 
é através do uso de antipsicóticos que gera um custo em torno de 222 milhões de 
reais para tratar 81,5% dos pacientes com esquizofrenia no sistema público de saúde 
do estado de São Paulo. Entretanto, o tratamento para uma parcela considerável dos 
pacientes com esquizofrenia ainda é ineficaz, sobretudo devido a limitada 
compreensão dos efeitos dessas drogas em nível molecular e a ausência de 
biomarcadores preditivos de sua eficiência, ocasionando um grande impacto 
socioeconômico e na qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares. A 
proteômica é, por definição, uma ferramenta adequada para estudos de doenças 
complexas, como a esquizofrenia, dada a sua capacidade de identificar, quantificar e 
caracterizar proteínas sob diferentes condições. Para endereçar essas questões, 
nosso primeiro objetivo foi entender quais são os mecanismos moleculares envolvidos 
na sinalização de resposta a antipsicóticos atípicos, através da análise do proteoma 
do plasma sanguíneo coletados in vivo de pacientes antes e após seis semanas de 
tratamento com os antipsicóticos olanzapina (n=11) e risperidona (n=15). A partir 
dessa análise foi possível observar vias de sinalização relacionadas a funções do 
sistema imune e inflamatório em pacientes que tiveram resposta positiva ao 
tratamento. Essas proteínas foram principalmente atribuídas a vias de resposta de 
fase aguda, sistema imune inato, degranulação de neutrófilos, sistema de coagulação, 
ativação de protrombina, sistema complemento e ativação de LXR/RXR.  Além disso, 
proteínas de resposta de fase aguda, como a alfa 1 antiquimotripsina e o 
angiotensinogenio têm sido encontradas alteradas em pacientes com esquizofrenia e 
os antipsicóticos desse estudo parecem ter um papel na regulação dos níveis das 
mesmas. Esses achados reforçam a hipótese da modulação do sistema imune pelo 
tratamento com antipsicóticos atípicos. 
Devido a importância dos marcadores moleculares para a condução de um 
tratamento eficaz nos estágios iniciais da doença, a segunda proposta desta tese foi 
analisar o proteoma do plasma sanguíneo coletados in vivo de pacientes com 
esquizofrenia antes do tratamento para identificar possíveis assinaturas proteicas de 
resposta positiva aos antipsicóticos olanzapina e risperidona de acordo com a eficácia 
  
 
da medicação observada na clínica. Com o objetivo de focar nas assinaturas de 
proteínas de predição de resposta ao tratamento, em vez de amplas vias de 
sinalização, realizamos análise de agrupamento hierárquico e mapa de calor usando 
todas as proteínas com abundância diferencial para olanzapina (n = 14) e risperidona 
(n = 40), para mostrar as alterações de expressão entre boa e má resposta a esses 
grupos de tratamento.  
Os resultados obtidos nessa tese reforçam o conceito de que o componente imune 
pode ser modulado por antipsicóticos atípicos e podem servir como base para estudos 
da sinalização periférica modulada por antipsicóticos, que corroborem com a melhor 
compreensão de seus mecanismos biológicos. Além disso, esses achados podem 
também direcionar o desenvolvimento de um painel de potencial assinaturas proteicas 






















Schizophrenia is an incurable, debilitating mental disorder that affects more than 
21 million individuals in the world population and about 1.6 million of the Brazilian 
population. It is a multifactorial disorder involving exogenous and endogenous factors 
and begins at neurodevelopment. This disease is managed mainly through the use of 
antipsychotics, which, for the 81.5% of schizophrenia patients in São Paulo state under 
the public healthcare system, incur a cost of an estimated 222 million Brazilian reals. 
Furthermore, treatment for a considerable portion of patients with schizophrenia is still 
ineffective, especially due to a limited understanding of the mechanisms of action of 
these drugs and a lack of biomarkers to predict or indicate their efficacy. Schizophrenia 
causes a great socioeconomic impact for a country and an unquestionable impairment 
of the quality of life of patients and their relatives. Proteomics is, by definition, a suitable 
tool to study of complex diseases such as schizophrenia, given its ability to identify, 
quantify, and characterize proteins under different conditions. Addressing this issue, 
our first objective was to understand what molecular mechanisms are involved in the 
signaling response to atypical antipsychotics in the plasma of schizophrenic patients 
after treatment. This was carried out by analyzing the proteome of blood plasma 
collected in vivo from patients before and after six weeks of olanzapine (n=11) or 
risperidone (n=15) treatment. From this analysis, it was possible to observe signaling 
pathways related to immunoinflammatory functions in the patients who had a positive 
response to treatment compared to those who had a poor response. These proteins 
were mainly related to acute phase response pathways, innate immune system, 
neutrophil degranulation, coagulation system, prothrombin activation, complement 
system, and LXR / RXR activation. In addition, acute phase response proteins such as 
alpha 1 antiquimotrypsin and angiotensinogen have been found altered in patients with 
schizophrenia and the antipsychotics of this study appear to play a role in regulating 
their levels.These findings support the hypothesis of immune system modulation by 
treatment with atypical antipsychotics. 
Considering the importance of molecular markers to provide effective treatment 
during the early stages of the disease, the second proposal of this project was to 
analyze blood plasma collected from patients with schizophrenia prior to treatment to 
identify possible protein signatures of a positive outcome to olanzapine and 
risperidone, classified according to the efficacy of the medication observed in the clinic. 
In order to reduce the focus on protein signatures for the prediction of treatment 
  
 
response rather than broad pathways, we performed hierarchical cluster analysis and 
heatmap using all differentially abundant proteins in olanzapine group (n=14) and 
risperidone (n=40), to show the expression changes between good and poor responder 
to these groups. 
 This study reinforces the concept that the immune component can be 
modulated by atypical antipsychotics. and may serve as a basis for studies of 
antipsychotic modulated peripheral signaling, which increases understanding of their 
biological mechanisms. In addition, these findings may also direct the development of 
a panel of potential protein signatures associated with treatment response, eventually 
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1. ORGANIZAÇÃO DA TESE  
Para uma melhor compreensão desta tese, a mesma está apresentada em 
capítulos distintos sobre os trabalhos realizados. A tese inicia com uma breve 
introdução contendo referencial teórico sobre o tema, objetivos e justificativa; seguida 
de dois capítulos apresentados em inglês, contendo um capítulo de livro do método 
utilizado para o desenvolvimento do projeto e um manuscrito relacionado ao 
desenvolvimento deste trabalho de doutorado; finalizando com as conclusões, 
limitações do estudo e perspectivas futuras.  
No primeiro capítulo, foi abordada a aplicação de um protocolo para análise do 
proteoma do plasma/soro para estudos de identificação de potenciais assinaturas 
proteicas, compreensão das bases moleculares da doença e tratamento. Esse 
capítulo de livro foi publicado na revista Proteomic Methods in Neuropsychiatric 
Research, Advances in Experimental Medicine and Biology, 2017” (doi: 10.1007/978-
3-319-52479-5_15).  
No segundo capítulo, apresentamos análises do proteoma do plasma sanguíneo de 
26 pacientes com resposta positiva e ineficaz aos antipsicóticos atípicos olanzapina 
e risperidona antes do início do tratamento para revelar potenciais assinaturas 
proteicas, que possam indicar uma resposta terapêutica bem-sucedida. 
Paralelamente analisamos os dados referentes a proteínas em vias de sinalização no 
plasma sanguíneo de 26 pacientes com esquizofrenia antes e seis semanas após o 
início do tratamento com olanzapina e risperidona. Esse manuscrito, intitulado “Blood 
plasma proteomic modulation induced by olanzapine and risperidone in schizophrenia 













2.1. A esquizofrenia  
         O termo esquizofrenia (SCZ) foi introduzido pela primeira vez pelo 
psiquiatra suíço Eugene Bleuler no início do século passado. Bleuler definiu o 
transtorno como parte de um grupo de transtornos psiquiátricos que envolve um 
conjunto complexo de distúrbios da percepção, do pensamento, do comportamento 
social e do afeto, cuja causa é desconhecida mas envolve componente genético, 
disfunção no sistema nervoso central (SNC) e fatores ambientais (Bleuler and Bleuler, 
1986; Peralta and Cuesta, 2011). A esquizofrenia é um transtorno mental crônico que 
normalmente ocorre entre o final da adolescência e o início da vida adulta e que na 
maioria dos casos se perpetua ao longo da vida (Freedman, 2003). 
Cerca de 21 milhões de toda a população mundial e cerca de 0,8% da 
população brasileira são acometidos pelo transtorno que apresenta uma 
herdabilidade de 80-85% e uma expectativa de vida reduzida entre 10-20 anos 
(Chesney et al., 2014; Matheson et al., 2011; Matos et al., 2015; Sullivan et al., 2003, 
2018; World Health Organization (WHO), 1992). Indivíduos com esquizofrenia 
apresentam menores volumes de substância cinzenta na ressonância magnética 
quando comparados com controles pareados por idade e menos dendritos e espinhas 
dendríticas em estudos de cérebro post-mortem (Konopaske et al., 2014; 
Radhakrishnan et al., 2017). Dentre os indivíduos que recebem diagnóstico, em torno 
de 50% apresentam algum tipo de distúrbio relacionado a doença a longo prazo e 
ainda, 1/5 têm sintomas crônicos e algum tipo  de inabilidade [revisado em (Owen et 
al., 2016)]. A organização mundial de saúde (OMS) ranqueou esse transtorno como 
a oitava causa de incapacitação entre todas as doenças no mundo em pacientes com 
idade entre 15-44 anos, além disso a taxa de desemprego é de cerca de 80%  
(Marwaha and Johnson, 2004). Ainda, apenas um em cada sete pacientes exibe 
alguma melhora clínica ou social (Jääskeläinen et al., 2013). Outrossim, 10% dos 
pacientes nunca exibem melhor prognóstico e 15% morrem precocemente devido às 
comorbidades, efeitos colaterais do tratamento e suicídio (Charlson et al., 2015; 
Torrey., 2006). Cerca de 40% dos pacientes tentam suicidar-se por pelo menos uma 
vez, sendo que 5% chegam a óbito por esta causa (Hor and Taylor, 2010). 
 Os diversos sintomas da esquizofrenia (figura 1) podem ser classificados em 
sintomas produtivos, negativos e cognitivos (Tandon et al., 2009). Os sintomas 
  20 
 
 
produtivos, na maior parte dos casos, são remitentes incompletos e recorrentes (em 
alguns casos, os sintomas pioram contínua e progressivamente) e caracterizam-se 
por alucinações, delírios, desorganização do pensamento e do comportamento e 
podem variar entre os indivíduos e com a progressão da doença (Tandon et al., 2009). 
Alucinações são percepções sem correspondente estímulo externo, sendo as 
alucinações audiverbais as mais comuns na esquizofrenia. Os delírios são 
caracterizados clinicamente pela crença fixa em ideias ou fatos não suscetíveis a 
mudanças mesmo em face à presença de evidências contrárias e seu conteúdo pode 
se relacionar a vários temas, tais como crença em conspirações, perseguições, 
alienígenas, envenenamento, entre outros (Valton et al., 2017). O conjunto de 
sintomas produtivos são geralmente denominados como psicose, um estado mental 
com perda de contato com a realidade. A psicose é um sintoma primário da 
esquizofrenia e transtornos esquizoafetivos. Esses sintomas podem ser precedidos 
pela fase prodrômica, chamada de estado mental de risco, que se perpetua por meses 
ou anos e causam súbitas alterações de comportamento e declínio cognitivo [incluem 
sintomas mais atenuados como ilusões, ideias de auto referência, pensamento 
mágico, supersticiosidade, ansiedade, disforia, irritabilidade, dificuldades de 
concentração, isolamento social ou comportamentos obsessivos] (Marder and 
Cannon, 2019; Yung and McGorry, 1996). Na comparação dos indivíduos na fase 
prodrômica da psicose e aqueles cuja psicose não se desenvolve observa-se uma 
taxa maior de perda de substância cinzenta ao longo do tempo nas regiões pré-frontal 
e parahipocampal. Os sintomas negativos são caracterizados por prejuízos ou perda 
de afeto, abulia, avolição, alogia, anedonia e interação social diminuída. Disfunções 
cognitivas, tais como diminuição das funções executivas, atenção seletiva, memória 
de trabalho e flexibilidade mental também podem estar presentes (Weickert et al., 
2000). Os sintomas negativos e cognitivos tendem a ser crônicos e tem efeitos 
pronunciados sobre a função social. 




Figura 1- Representação da hipotética correspondência dos sintomas com circuitos 
cerebrais (adaptado de (Stahl, 2017). 
 
O atual diagnóstico da esquizofrenia é exclusivamente clínico, fundamentado 
em critérios baseados no manual Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) e 
CID-10/CID-11 (Classificação Internacional de Doenças). São três os principais 
critérios para o diagnóstico da esquizofrenia de acordo com o DSM-V: i) o paciente 
deve exibir dois ou mais sintomas característicos (a saber: delírios, alucinações, 
discurso desorganizado, comportamento grosseiramente desorganizado ou 
catatônico e/ou sintomas negativos), o qual inclui positivo (ganho de função) e 
negativo (perda de função). Pelo menos um dos sintomas característicos deve ser 
positivo (delírios, alucinações ou discurso desorganizado) e o segundo sintoma 
característico pode incluir comportamento excessivamente desorganizado ou 
catatônico e sintomas negativos e devem persistir por pelo menos 1 mês antes do 
diagnóstico; ii) o paciente deve também apresentar uma disfunção ocupacional ou 
social (a qualidade de vida deve ser afetada por sua condição) e iii) sinais contínuos 
de perturbação deve ocorrer por pelo menos seis meses, considerando no mínimo 1 
mês de sintomas da fase ativa (item i) e pode incluir períodos da fase prodrômica  
(American Psychiatric Association, 2013; Marder and Cannon, 2019; Tandon et al., 
2013).  
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Alguns dos principais diagnósticos de exclusão são psicoses afetivas 
(relacionadas a transtorno bipolar e transtorno depressivo maior), outras psicoses não 
afetivas estritamente relacionadas (transtorno esquizoafetivo, transtorno 
esquizofreniforme, transtorno delirante, transtorno psicótico breve e transtorno 
psicótico sem outra especificação), uma vez que nenhum desses episódios 
mencionados acima ocorrem simultaneamente com os sintomas da fase ativa ou 
ocorrem na minoria da duração total dos períodos ativo e residual da doença. A 
esquizofrenia não é atribuível aos efeitos fisiológicos (transtorno psicótico) induzidos 
por álcool ou outras substâncias ou causados por outras condições médicas gerais. 
Nesse contexto, a experiência do profissional é fundamental para distinguir entre 
esquizofrenia e outros distúrbios psicóticos, pela exclusão de espectros 
intrinsecamente relacionados, em que serão levados em consideração a duração da 
doença, a natureza e padrão associados a abuso de substâncias, a co-ocorrência de 
depressão ou mania e a presença de doenças somáticas (American Psychiatric 
Association, 2013; Marder and Cannon, 2019). 
Na tentativa de explicar a heterogeneidade da esquizofrenia, os critérios 
diagnósticos ICD-10 e DSM-IV-TR descreveram subtipos de esquizofrenia de acordo 
com as características clínicas apresentadas pelos pacientes.  O tipo catatônico é 
caracterizado por um marcado distúrbio psicomotor envolvendo imobilidade, 
negativismo, rigidez e postura. O tipo desorganizado é associado com acentuada 
perda de associações, incoerência, comportamento desorganizado, emoção 
inapropriada; o tipo paranoide é caracterizado por preocupações com uma ou mais 
ilusões sistematizadas, presença de alucinações relacionadas a um único tema, 
sendo o tipo mais comum. O tipo esquizoafetivo é associado com proeminente 
distúrbio de humor em conjunto com sintomatologia psicótica. O tipo indiferenciado é 
considerado quando um paciente apresenta sintomas psicóticos que são comuns em 
esquizofrenia, mas que não corresponde a nenhum subtipo e por fim, o tipo residual 
é diagnosticado pela ocorrência de pelo menos um episódio prévio de fase florida da 
esquizofrenia com um quadro clínico atual sem sintomas psicóticos proeminentes, 
mas com sintomas residuais da doença relacionados principalmente a sintomas 
negativos e cognitivos (American Psychiatric Association, 2000; World Health 
Organization (WHO), 1992). Indivíduos com diagnóstico de esquizofrenia variam 
grandemente em termos de sintomas predominantes, resposta a tratamento, curso e 
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desfecho; entretanto, tem sido falha a tentativa de caracterizar essa heterogeneidade 
definidas em subtipos clínicos como uma forma de representar entidades de doenças 
válidas e distintas. Um exemplo disso é que cerca de 5-8% da população considerada 
saudável pode apresentar algum tipo de alucinação auditória e pensamentos 
paranoicos, o que sugere abordagens multidimensionais para o diagnóstico e 
classificação da esquizofrenia como uma forma de substituir ou melhorar os atuais 
métodos utilizados [revisado em (Owen et al., 2016)]. Com essa abordagem 
estabelecida, aumentariam as chances de identificar novos alvos terapêuticos e até 
mesmo distinguir grupos de tratamento com base nesse perfil multidimensional para 
uma melhor escolha de tratamento e melhor prognóstico dos pacientes.  
 
2.2. Hipóteses associadas à patofisiologia da esquizofrenia 
Existem diversas teorias que tentam explicar a patofisiologia da esquizofrenia. 
Uma das principais é a teoria dopaminérgica, fundamentada pela observação 
acidental de que os medicamentos que bloqueiam os receptores de dopamina, 
particularmente o receptor D2, têm propriedades antipsicóticas. A dopamina tem um 
importante papel no sistema de aprendizado baseado em recompensa e o aumento 
da sua síntese tem sido observado tanto na fase prodrômica quanto no primeiro 
episódio psicótico. Esse aumento na síntese e liberação de dopamina leva a uma 
sensação acentuada de proeminência de estímulos inócuos que poderiam explicar a 
paranoia e ideias de referência que são dissociadas da realidade (Berridge, 2007; 
FitzGerald et al., 2015; Vanes et al., 2018). A partir dessa observação, diversas 
pesquisas foram desenvolvidas na busca de se entender os mecanismos de ação 
dessas drogas. As primeiras observações apontaram para a ação antagonista dos 
receptores D2, como responsáveis pela eficácia dessas drogas, pois promovem um 
aumento na atividade de dopamina e o bloqueio da reabsorção de dopamina (DA) e 
suas monoaminas (CARLSSON et al., 1957; CARLSSON and LINDQVIST, 1963; 
DELAY et al., 1952). Estudos subsequentes propuseram que os sintomas negativos 
da esquizofrenia estariam relacionados a hipodopaminergia frontal e os sintomas 
produtivos seriam resultado da hiperdopaminergia striatal (Davis et al., 1991). Além 
disso, foi demostrado que a redução na densidade de receptores D1 está relacionada 
a com prejuízos cognitivos (Okubo et al., 1997; Wang et al., 2017). 
Complementarmente, estudos genéticos em larga escala apontam para importantes 
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genes associados com a via dopaminérgica, e fatores ambientais associados a 
esquizofrenia, como complicações na gravidez e obstétricas, afastamento social e 
uso de substâncias psicoativas alteram os níveis de dopamina (Howes et al., 2017). 
Embora essas evidências, em conjunto, indicam o importante papel dessa via na 
patofisiologia da esquizofrenia, as principais limitações dessa hipótese baseiam-se 
no fato de que, embora os sintomas psicóticos sejam relatados em quase todos os 
casos de esquizofrenia, eles também estão presentes em muitos outros transtornos 
psiquiátricos, de modo que disfunções na dopamina estão mais associadas a psicose 
do que a esquizofrenia.  Além disso, estudos farmacológicos e outros mostram que é 
improvável que a disfunção dopaminérgica exclusivamente explique toda a gama de 
sintomas clínicos do transtorno (Howes and Kapur, 2009). Sabe-se, por exemplo, que 
a dopamina interage com glutamato e ácido γ-aminobutírico (GABA) na modulação 
do funcionamento de interneurônios excitatórios e inibitórios em circuitos corticais. 
Estudos post-mortem sugerem que há alterações na microestrutura e no 
funcionamento desses microcircuitos na esquizofrenia. Essas observações levaram 
os pesquisadores a considerar o direcionamento ao glutamato e à sinalização GABA 
(Lewis and Sweet, 2009). 
Outra hipótese amplamente discutida é a hipótese glutamatérgica, que afirma 
que a hipofunção do receptor de N-metil D aspartato (receptor NMDA) nos 
interneurônios parvalbumina-positivos no córtex cerebral e no hipocampo são 
responsáveis pelos sintomas da esquizofrenia (Lewis et al., 2012). Evidências para 
essa hipótese incluem que fenilciclidina e cetamina (antagonistas não competitivos 
receptor de NMDA) causam psicose transiente, afetando funções cognitivas em 
voluntários saudáveis e exacerbando os sintomas em pacientes (Lodge and Mercier, 
2015). Além disso, anormalidades comportamentais induzidas por antagonistas do 
receptor de NMDA são revertidas com o tratamento com antipsicóticos. Ainda, 
prejuízos na memória parecem preceder a concentração requerida de cetamina para 
induzir psicose, consistindo com a cronologia da esquizofrenia, aonde prejuízos 
cognitivos precedem os sintomas psicóticos (Coyle, 2006; Gordon, 2010; Newcomer 
et al., 1999).  
O hipofuncionamento dos receptores NMDA, predominantemente localizados 
em neurônios acido gama-aminobutirico (GABA) nas vias mesolimbicas e 
mesocorticais, ocasiona a desinibição neurônios glutamatérgicos sob estímulo do 
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ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiônico (AMPA) e receptores de 
cainato, provocando consequentemente dano excitotóxico. Além disso, o aumento na 
liberação de glutamato nas vias mesolímbica e mesocortical subsequentemente 
resulta em elevada excitação de neurônios dopaminérgicos no corpo estriado e 
elevada inibição de neurônios dopaminérgicos no córtex pré-frontal, sugerindo que a 
disfunção na sinalização de glutamato esteja upstream da disfunção de dopamina na 
esquizofrenia. As possíveis causas da disfunção em NMDAR inclui fatores ambientais 
como hipóxia, exposição fetal a antagonistas de NMDAR, abuso de álcool e 
predisposição genética, que durante a adolescência/início da vida adulta se 
manifestaria patologicamente como resultado da ocorrência de determinadas 
mudanças maturacionais (Coyle, 2006). 
Além das hipóteses baseadas nos neurotransmissores, a relação entre o 
sistema imune e as interações complexas do sistema nervoso na patogênese de 
transtornos psicóticos foi proposta há mais de um século sendo reforçada por estudos 
recentes, genéticos e epidemiológicos, mostrando uma ligação entre infecção e 
inflamação com transtornos do cérebro (Khandaker et al., 2015; Kroken et al., 2019). 
Além disso, tem sido observado que a taxa de perda de substância cinzenta pode ter 
relação com níveis elevados de marcadores imunológicos, como o fator de necrose 
tumoral α, que participa da ativação da micróglia cerebral, o que sugere que a 
ativação da micróglia mediada por citocinas pode desempenhar um papel no distúrbio 
(Cannon et al., 2015). As evidencias epidemiológicas que suportam essa hipótese 
são associadas a infecção maternal pré-natal com diversos patógenos, aumento dos 
níveis maternais da proteína C reativa durante a gravidez, reduzidos níveis de 
proteínas de fase aguda em recém nascidos, infecção viral no sistema nervoso central 
(SNC) na infância e infecções como o T. gondi em adultos e durante a gravidez 
(Canetta et al., 2014; Gardner et al., 2013; Khandaker et al., 2012, 2013, 2014; Kroken 
et al., 2019; Miller et al., 2011). Do ponto de vista das alterações genômicas, os 
estudos de associação pan-genômica (GWAS) indicam significantes associações 
entre esquizofrenia e regiões cromossômicas que integram genes relacionados a 
funções imunológicas, por exemplo, um estudo liderado pelo grupo Schizophrenia 
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium identificaram 108 loci 
gênico amplamente expressos no cérebro e em células imunes do sistema imune 
adaptativo (Qi et al., 2019; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics 
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Consortium, 2014; Shi et al., 2009; Stefansson et al., 2009). Além disso, esses 
estudos em larga escala também identificaram uma importante associação genética 
entre esquizofrenia e o complexo principal de histocompatibilidade (MHC), sugerindo 
que variantes gênicas no fator complemento 4 em indivíduos susceptíveis, podem 
estar associadas a um aumento de poda sináptica durante o neurodesenvolvimento 
(Sekar et al., 2016). Adicionalmente, foi observado um aumento na atividade da 
micróglia em cérebros post mortem (Girgis et al., 2018).  
As principais moléculas envolvidas nessa hipótese são as citocinas, 
especialmente elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias que suscitam processos 
inflamatórios, prejuízo na homeostase, e contribuem para maior injúria tecidual. Na 
esquizofrenia, as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) são as mais bem caracterizadas, os 
aumentados níveis dessas interleucinas tanto devido a polimorfismos gênicos, quanto 
em nível de proteínas alteradas em plasma/soro de pacientes tem um papel 
inequívoco na patogênese desse transtorno (Kroken et al., 2019). Além disso, 
alterações no sistema inflamatório desencadeia a liberação de citocinas pela 
micróglia, que através da ligação a receptores específicos nos neurônios leva a 
alterações em neurotransmissores, plasticidade sináptica, alteração nos níveis de 
cortisóis e afeta a severidade da sintomatologia da esquizofrenia, como humor, 
cognição e comportamento (Khandaker et al., 2015). Recentemente foi demonstrado 
que cerca de 40% dos pacientes com esquizofrenia apresentam algum grau de 
inflamação (níveis plasmáticos de proteína C reativa e contagem de células brancas) 
(Osimo et al., 2018). Nesse contexto, testes clínicos vêm sendo desenvolvidos, com 
alvo em citocinas e seus receptores para o tratamento da esquizofrenia  (Girgis et al., 
2018; Nitta et al., 2013). 
 
2.3     Fatores endógenos e exógenos associados com a esquizofrenia 
De acordo com a teoria do neurodesenvolvimento da esquizofrenia, múltiplos 
fatores que ocorrem desde a gestação alteram o curso normal da circuitaria neural 
levando a um mau funcionamento do cérebro (Keshavan et al., 1994). 
Ao longo de 50 anos os estudos genéticos têm sido elucidados, mostrando a 
substancial importância e contribuição de fatores genéticos para a esquizofrenia. 
Desde o projeto genoma humano e ainda mais recente, com o aprimoramento das 
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plataformas de sequenciamento de nova geração juntamente com os estudos de 
GWAS (Genome-Wide Association Study) novas variantes e alelos de risco foram 
descritos [revisado em (Owen et al., 2016)].  
Na década de 60, apesar de ser bem aceita a ideia de que a esquizofrenia teria 
uma base genética, alguns estudos seminais utilizando gêmeos, adoção e históricos 
familiares demonstraram que o risco para desenvolvimento da esquizofrenia é maior 
nos indivíduos que possuem uma relação biológica com o distúrbio  (Heston, 1966; 
Kety et al., 1968; Walker et al., 2004), reforçando mais uma vez o papel da herança 
genética na esquizofrenia. Estudos realizados com irmãos gêmeos têm demonstrado 
o evidente caráter hereditário, de modo que gêmeos dizigóticos tem 5-15% de risco 
e gêmeos monozigóticos tem  30-50% de risco de desenvolver esquizofrenia (Hilker 
et al., 2018; Keshavan et al., 2008). Desde essa década, quando foi apontado o 
evidente caráter poligênico desse transtorno, muitos avanços tecnológicos ocorreram 
nas plataformas de rastreamento genético e com isso foi possível identificar mais de 
100 loci gênicos distintos contendo alelos comuns de pequeno efeito e poucas, mas 
recorrentes, variantes em número de cópias (grandes regiões do genoma que foram 
duplicadas ou deletadas) que individualmente conferem um relativo alto risco de 
desenvolver esquizofrenia (Gottesman and Shields, 1967; Kirov et al., 2012; Malhotra 
and Sebat, 2012; Rees et al., 2014; Ripke et al., 2014). Nesse cenário, as variantes 
de risco apresentam-se altamente pleiotrópicas, de modo que um gene pode afetar 
diversos traços fenotípicos aparentemente não relacionados e, consequentemente 
não se encaixam na definição da doença. Paralelamente aos efeitos pleiotrópicos, a 
falta de uma definição de limites inequívocos entre os transtornos psiquiátricos, torna 
evidente que a estratificação dos transtornos da maneira como é feita atualmente 
dificulta a pesquisa em termos de etiologia e patogênese dos mesmos (Farrell et al., 
2015; Owen et al., 2016).  
Estudos de sequenciamento do exoma em esquizofrenia têm encontrado 
variantes raras, herdadas e de novo (Fromer et al., 2014; Xu et al., 2011). Evidências 
recentes têm encontrado muitos dos genes associados a esquizofrenia convergindo 
em vias bioquímicas específicas, tais como sinalização do receptor de NMDA, função 
do sistema imune, sinalização de cálcio, a via NRG1-ERBB4-PI3K-AKT1 e o MIR-137 
e seus alvos. Além disso, 4 dos 10 genes mais fortemente associados a esquizofrenia 
estão diretamente envolvidos nas vias de DA (Harrison, 2015; Talkowski et al., 2007; 
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Vercammen et al., 2014).  Apesar de não se saber exatamente o papel dessa rede 
de alterações no genoma, ainda há muitos estudos de sequenciamento para rastrear 
um abrangente número de casos e controles em andamento e podem contribuir para 
o melhor entendimento das bases genéticas desta doença. 
Embora os estudos realizados com irmãos gêmeos tenham demonstrado o 
caráter hereditário da esquizofrenia, o fato é que há entre 40 a 55% de taxa 
discordância em casos que compartilham genes idênticos. Já que genes específicos 
parecem apresentar apenas um pequeno efeito sobre a doença, provavelmente 
fatores ambientais sejam os responsáveis por promoverem, em indivíduos mais 
suscetíveis, as diferenças nas expressões gênicas e proteicas que atuam 
coletivamente desde o neurodesenvolvimento (Brown, 2011b), conforme 
representado na figura 2. Os fatores ambientais com maiores evidências de que 
estejam envolvidos na patofisiologia da esquizofrenia podem ser divididos em três 
categorias principais; complicações pré e perinatal, adversidade social e uso de 
substâncias psicoativas. A primeira categoria abrange infecção viral durante o período 
prenatal ou perinatal, sangramento, diabetes, incompatibilidade com o fator rhesus, 
deficiência nutricional, pré-eclâmpsia, baixo peso ao nascimento, malformações 
congênitas, reduzida circunferência da cabeça, atonia uterina, asfixia e cesariana de 
emergência. O efeito de complicações na gravidez e complicações obstétricas 
conferem menor risco a esquizofrenia com a razão de probabilidade em torno de 2 
(Cannon et al., 2003; Susser et al., 1996). Entretanto, evidencias substanciais 
sugerem que influenza maternal e outras infecções podem particularmente contribuir 
para um aumento de incidência da esquizofrenia em seus descendentes. Ademais, o 
estresse maternal pode ter um efeito similar (Brown, 2006, 2011a; Fineberg et al., 
2016; Izumoto et al., 1999; Mednick et al., 1988; van Os and Selten, 1998). A segunda 
categoria compreende  nascimento em ambiente urbano (Kirkbride et al., 2006), 
estação do ano ao nascimento (Mortensen et al., 1999),  trauma na infância (Janssen 
et al., 2004), fatores sociais (Wicks et al., 2005) e stress. Evidências de que alguns 
desses fatores podem aumentar o risco de desenvolver esquizofrenia são associados 
a um estudo feito em 2005 em que mostrou que a exclusão/frustração social em 
humanos pode levar a sensibilização da dopamina na via mesolímbica. Trauma na 
infância e migração apresentam forte evidencia correlativa (Selten et al., 2013; Selten 
and Cantor-Graae, 2005; van Nierop et al., 2014) Diversos fatores ambientais de risco 
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apresentam-se com uma relevante razão de probabilidade entre 1.5 e 3. Mas devido 
às múltiplas variáveis, fatores pleitrópicos e de causa reversa, torna-se difícil distinguir 
uma relação causal de associação verdadeira. Apesar de todos os esforços 
científicos, mais aspectos da fisiopatologia da esquizofrenia ainda precisam ser 
desvendados antes que uma intervenção preventiva possa ser aplicada (Ayalew et 
al., 2012; Owen et al., 2016).  
 
Figura 2 - Representação dos fatores genéticos e ambientais e ambientais 
associados a esquizofrenia. 
 
2.4 Tratamento com antipsicóticos 
Por se tratar de um transtorno incurável, a esquizofrenia gera elevadas 
despesas de saúde, o tratamento e o manejo da esquizofrenia podem atingir um custo 
de até 62 bilhões de dólares nos Estados Unidos em um ano;  enquanto no sistema 
público de saúde do estado de São Paulo/Brasil chega a custar em torno de 222 
milhões de reais para tratar 81,5% dos pacientes com esquizofrenia (Leitão et al., 
2006). Apesar da intervenção psicossocial, o tratamento deste transtorno baseia-se 
principalmente na medicação com antipsicóticos, os quais são eficazes para reduzir 
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sintomas psicóticos em episódios agudos e também são a base farmacológica para 
o tratamento de longo prazo (Marder and Cannon, 2019). Na maioria das 
circunstâncias, o início da medicação pode ocorrer após a anamnese, exame físico e 
avaliação laboratorial básica. Em pacientes agitados ou que parecem estar sofrendo, 
pode ser seguro iniciar os medicamentos imediatamente após a avaliação dos sinais 
vitais e a escolha da medicação vai depender da resposta anterior da pessoa à 
medicação, dos efeitos colaterais que podem ser particularmente prejudiciais em 
circunstâncias individuais e vias de administração (Marder and Cannon, 2019). De 
maneira geral, os medicamentos antipsicóticos são administrados por via oral, 
entretanto, atualmente muitos destes podem ser administrados em uma formulação 
intramuscular de ação de curto prazo e são indicados principalmente para pacientes 
que recusam medicação oral ou para aqueles em que há urgência em obter uma 
resposta clínica (Marder and Cannon, 2019). Pacientes que apresentam um primeiro 
episódio psicótico tendem a ter uma maior probabilidade de resposta ao tratamento, 
mesmo em doses mais baixas do que pacientes que tiveram vários episódios 
(Buchanan et al., 2010). A maioria dos medicamentos antipsicóticos atualmente 
utilizados tem eficácia semelhante; no entanto, eles diferem em efeitos colaterais 
(Marder and Cannon, 2019). Apesar  de relativamente efetivos no tratamento dos 
sintomas produtivos os antipsicóticos não atuam bem sobre os sintomas negativos e 
cognitivos, que são os principais responsáveis pelos prejuízos funcionais (Jablensky, 
2000; Tandon et al., 2010). A melhoria de uma gama mais ampla de sintomas 
psicóticos geralmente ocorre durante as primeiras 2 semanas após o início do 
tratamento medicamentoso. Adicionalmente, o uso continuado dos antipsicóticos 
podem reduzir a incidência de novos episódios de psicose (Marder and Cannon, 
2019) . 
Os antipsicóticos atuam no controle das manifestações clínicas, 
principalmente, através da ação em circuitos de neurotransmissores que por sua vez 
atuam controlando as respostas neuronais. Os neurônios piramidais corticais (NPC), 
por exemplo são regulados majoritariamente por interneurônios inibitórios pré-
sinápticos através de receptores de ácido gama-aminobutírico (GABA). 
Paralelamente, NPC e interneurônios são controlados por dopamina (DA), serotonina 
(5-HT) e glutamato (GLU). O comprometimento (principalmente resposta excessiva) 
do processamento e armazenamento de informações ocasionam os sintomas 
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observados em esquizofrenia (Venables, 1964). Os antipsicóticos são divididos em 
duas categorias: típicos, ou de primeira geração; e atípicos, ou de segunda geração. 
Os antipsicóticos típicos, introduzidos na década de 1950, como a clorpromazina, são 
efetivos no controle de sintomas produtivos, mas apresentam pior desempenho 
quanto aos sintomas negativos. Estes sintomas, por sua vez, são melhores tratados 
com a utilização de antipsicóticos atípicos, introduzidos na década de 1980 como a 
clozapina. Um mecanismo comum para todos os antipsicóticos é a ação antagonista 
no receptor de dopamina D2 na via mesolímbica,  que resulta na redução dos 
sintomas produtivos (Tandon, 2011). Enquanto os antipsicóticos típicos bloqueiam 
substancialmente os receptores de dopamina D2, os antipsicóticos atípicos 
apresentam baixa afinidade aos receptores D2 e taxa de dissociação rápida; dessa 
forma, os efeitos extrapiramidais, efeitos afetivos e elevação da prolactina são menos 
frequentes devido a menor ocupação dos receptores D2 (de Haan et al., 2000; Kapur 
and Seeman, 2001; Lataster et al., 2011; Mizrahi et al., 2007). Além disso, 
antipsicóticos atípicos  também são antagonistas do receptor serotoninérgico 5HT1A, 
que pode beneficiar o paciente ao tratar sintomas negativos e déficits cognitivos 
(López-Gil et al., 2010). Contudo, os sintomas negativos e cognitivos não são 
consistentemente amenizados pelos antipsicóticos atípicos (Tandon, 2011). Estudos 
sugerem que antipsicóticos são eficazes quando ocupam aproximadamente 70% dos 
receptores D2 no sistema nervoso central, enquanto que o bloqueio de 80% desses 
receptores leva a sintomas extrapiramidais e hiperprolactinemia e não aumentam a 
eficácia do tratamento (Lako et al., 2013; Yilmaz et al., 2012). Embora, tenham grande 
importância no tratamento da esquizofrenia, estas drogas apresentam importantes 
efeitos colaterais. Os sintomas extrapiramidais (SEPs), discinesia tardia, sedação, 
rigidez muscular e cãibras são comumente associados ao tratamento com os 
antipsicóticos típicos (Tandon et al., 2008). Estes efeitos ocorrem numa extensão 
menor no tratamento com antipsicóticos atípicos. Entretanto, esses antipsicóticos 
causam efeitos colaterais importantes como a síndrome metabólica (Lieberman et al., 
2005) que pode aumentar o risco de distúrbios cardiovasculares (Dieset et al., 2012). 
Dentre os antipsicóticos atípicos selecionados para nosso estudo temos a 
risperidona, que foi aprovada para o tratamento da esquizofrenia em 1993, sendo um 
dos tratamentos mais eficazes e confiáveis para tratar pacientes com esquizofrenia 
recém diagnosticados e pacientes crônicos (Emsley, 1999; Marder and Meibach, 
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1994; Schoretsanitis et al., 2017). Essa droga possui os grupos funcionais de 
benzisoxazol e piperidina como parte de sua estrutura molecular e um perfil 
farmacológico mais simplificado quando comparada com os outros antipsicóticos 
atípicos, sendo considerada principalmente um antagonista dos receptores de 
serotonina 5HT2 e dopamina D2 (ASD), mas também tem ação sobre os receptores  
α 1 e 2 adrenérgicos (figura 3). Sua ação nos receptores de serotonina pode ser 
responsável por sua menor responsabilidade pelo efeito colateral extrapiramidal (via 
receptores 5-HT2A/2C) e melhora do controle dos sintomas negativos em 
comparação com os antipsicóticos típicos. Em receptores α 1 e α 2 adrenérgicos pode 
ter ação com efeitos sedativos da risperidona e maior controle dos sintomas positivo, 
negativo, afetivo e cognitivo, respectivamente (Stahl, 2017). A risperidona sofre 
metabolismo hepático e excreção renal. Nas células apicais do intestino delgado, o 
CYP3A4 desarranja a risperidona que é enviada de volta ao lúmen pela P-gp (um 
transportador de efluxo). Nos pacientes em geral, 14% da risperidona é eliminada nas 
fezes (Mannens et al., 1993). Cerca de ¾ da risperidona é então distribuída através 
da ligação com proteína, que será metabolizada principalmente pela CYP2D6 no 
fígado (Yasui-Furukori et al., 2001). Embora considerada atípica (3-6mg/dia em 
adultos), a risperidona também pode ter perfil de antipsicótico típico dependendo da 
dose utilizada (>6mg/dia), causando SEPs (Emsley, 1999; Marder and Meibach, 
1994; Voicu, 2010). Esse antipsicótico é indicado para tratar pacientes com 
esquizofrenia e transtorno bipolar em doses moderadas e é a única droga aprovada 
para uso pediátrico em crianças e adolescentes com esquizofrenia, transtorno bipolar 
e espectro de autismo. Também ocorre uso fora da bula (off-label) em crianças, 
adolescentes com transtorno psicótico com uso prévio de antipsicóticos típicos em 
doses mais baixas e em idosos que apresentam psicose, agitação e distúrbios de 
comportamento. Exibe evidente eficácia no tratamento de sintomas produtivos e 
alguma melhora nos sintomas negativos da esquizofrenia, sendo também eficaz no 
tratamento da mania no transtorno bipolar. Acerca dos efeitos colaterais, ocorre 
elevação dos níveis séricos de prolactina, pode causar aumento de peso, sedação, 
resistência à insulina e aumento dos níveis de triglicérides em jejum em alguns 
pacientes, entretanto pode haver ainda menor risco cardiometabólico se comparado 
aos outros antipsicóticos atípicos. (Klieser et al., 1995; Marder and Meibach, 1994). 
 













Figura 3 - Representação do ícone farmacológico de risperidona. Consenso atual 
sobre as propriedades de ligação desta droga adaptado de (Stahl, 2017). 
 
Outro antipsicótico atípico usado em nosso coorte é a olanzapina (OLZ), 
estruturalmente considerada uma tienobenzodiazepina, introduzida em 1996 é 
indicada como tratamento de primeira linha pela Federação Mundial de Sociedades 
de Psiquiatria Biológica e avaliada com uma das drogas mais efetivas para o 
tratamento de esquizofrenia pelo Clinical Antpsychotic Trials of Intervention 
effectiveness Schizophrenia Trial. Esse antipsicótico, cuja dosagem diária referência 
varia entre 2,5-20mg, tem ação ASD (Stahl, 2017). O tratamento com a olanzapina 
resulta em melhores efeitos na redução inicial da escala Positive and Negative 
Syndrome Scale (PANSS), menor taxa de hospitalização, menor taxa de 
descontinuação e período mais prolongado de tratamento antes de descontinuação 
(Hasan et al., 2012; Lieberman et al., 2005). Além disso, é considerada uma opção 
pra uso como antipsicótico de primeira linha para tratamento de mania aguda em 
transtorno bipolar e segunda linha para tratamento de depressão associada com 
fluoxetina (Stahl, 2017). Essa droga tem ação em uma vasta gama de receptores 
(Figura 4), tais como dopamina D1, D2, D3 e D4, serotonina 5-HT2A, 5-HT2C, 5-HT6 
e 5-HT3, histamina H1, muscarínicos M1 a M4,  e -adrenérgicos, -amino butirato 
(GABA) e sítios de ligação a benzodiazepam, com antagonismo mais potente em 
receptores de dopamina e serotonina e muscarínicos M3 (pode estar na base de seus 
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Embora, tenha afinidade pelos receptores muscarínicos M1, histamínicos H1 e -1 
adrenérgicos, a olanzapina habitualmente não apresenta propriedades sedativas. 
Também raramente tem efeito sobre a elevação nos níveis de prolactina. Seus 
principais efeitos colaterais estão associados ao ganho de peso, dislipidemia, 
elevação de transaminases e aumento da resistência à insulina por mecanismos 
farmacológicos ainda não esclarecidos. Os SEPs e a síndrome neuroléptica maligna 
são mais raros (Bymaster et al., 1996; Maloney and Sikich, 2010). Ademais, esse 
antipsicótico apresenta um efeito em melhorar o humor, demonstrado em pacientes 
com esquizofrenia, transtorno bipolar e depressão associada ao uso de fluoxetina, 
sendo provável que a ação combinada do antagonismo do receptor 5HT2C com o uso 
de olanzapina e a ação agonista no mesmo receptor através da fluoxetina possam 












Figura 4 - Representação do ícone farmacológico de olanzapina. Consenso atual 
sobre as propriedades de ligação desta droga adaptado de (Stahl, 2017). 
 
Devido a prevalência de efeitos colaterais do tratamento com antipsicóticos, 
incluindo a síndrome metabólica (média de 36%), ganho de peso/obesidade (média 
de 30%), efeitos cardiovasculares (16-49%), e a baixa eficácia dos antipsicóticos, 
cerca de 50% dos pacientes abandonam o tratamento (Leucht et al., 2013; Young et 
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50% (resposta mínima 20% de redução na escala PANSS) (Tiihonen et al., 2017). A 
escolha de qualquer antipsicótico para o tratamento da esquizofrenia é baseada em 
um equilíbrio entre riscos e benefícios e, sendo avaliada de maneira individual. Além 
disso, exige monitoramento não apenas quanto a eficácia, mas também sobre os 
efeitos colaterais provocados. Logo, é necessário compreender, de maneira 
integrada, as vias bioquímicas envolvidas durante a medicação, para que novos alvos 
moleculares relacionados aos efeitos colaterais sejam apontados. Além disso, 
biomarcadores que possam sugerir eficácia ou não a determinado medicamento 
também devem ser revelados. 
2.5      Assinaturas proteicas em estudos de plasma sanguíneo 
A definição de biomarcadores parte do princípio de que uma característica 
pode ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos 
biológicos, sejam eles normais, patogênicos ou de resposta farmacológica a uma 
intervenção terapêutica. Os mesmos dispõe de grande potencial em aplicações 
clínicas, especialmente em doenças complexas como a esquizofrenia, permitindo 
diagnóstico mais acurado, intervenção terapêutica mais rápida e ainda fornecer 
informações moleculares sobre a patologia da doença (Biomarkers Definitions 
Working Group., 2001; McGorry and Yung, 2003). 
Embora estudos genômicos sejam valiosos, ainda estão aquém de concatenar 
a patofisiologia da esquizofrenia, uma vez que há indícios apenas de diversas 
variantes de pequeno efeito que em conjunto estão envolvidas em sua etiologia. 
Nesse sentido, estudos que visam não só o entendimento de alterações em nível 
gênico, mas também determinar a abundância, modificações e localização de 
proteínas são os principais focos de pesquisa para doenças complexas (van Os et al., 
2008). A proteômica surgiu na era pós-genômica como uma estratégia alternativa 
para a identificação de proteínas e vias bioquímicas envolvidas na fisiopatologia de 
doenças humanas. Além disso, proteínas diferencialmente reguladas identificadas em 
uma dada doença, condição (como por exemplo, o stress) ou estado (como por 
exemplo, um tratamento medicamentoso) podem atuar como potenciais 
biomarcadores. A proteômica é a ciência que estuda globalmente e em larga escala 
proteínas em um sistema (proteoma), em um determinado momento fisiológico sob 
uma determinada condição. (Graves and Haystead, 2002; Guest et al., 2015; Taurines 
et al., 2011; Wilkins et al., 1996b). O proteoma pode ser definido como o conjunto de 
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proteínas codificadas pelo genoma de um organismo capaz de incorporar 
modificações pós-traducionais, isoformas, estruturas covalentes e formar complexos 
por interações cujo fenótipo oscila de acordo com o tempo, condições biológicas como 
estresse e fatores ambientais (Taurines et al., 2011). Logo, o estudo global destas 
alterações representa uma forma de investigar e integrar processos em sistemas 
vivos para melhor entender o funcionamento de uma célula ou tecido ao nível 
molecular. 
Comparado a outros tecidos, o interesse no proteoma do plasma é óbvio: a 
facilidade de acesso torna este tecido muito interessante para aplicações médicas. A 
coleta de sangue é uma das técnicas menos invasivas e mais difundidas de extração 
de tecido humano e não é uma rotina exclusiva aos hospitais, mas está presente 
também em laboratórios clínicos e de pesquisa em todo o mundo. As aplicações 
clínicas são numerosas, com diagnóstico de doença e monitoração de reação de 
drogas provavelmente sendo os mais valorizados. Todos os distúrbios humanos 
liberam sua resposta biológica no sangue, tornando este tecido um alvo interessante 
para estudar e encontrar biomarcadores. Isso é verdade mesmo para distúrbios 
cerebrais, que parecem estar tão longe da periferia (Guest et al., 2015; Mayne et al., 
2016).  
O estudo pioneiro de Frank Putnam, o mais antigo compendio de proteínas 
plasmáticas, apresentaram 289 proteínas de plasma sanguíneo distintas publicadas 
há várias décadas. (Putnam, 1963). Décadas se passaram  e a busca pela melhor 
representação do proteoma do plasma humano continua sendo alvo de estudos 
impulsionado pelo rápido desenvolvimento e instrumentação de técnicas em 
proteômicas (Geyer et al., 2017). Nesse sentido, a organização Human Proteome 
Organization (HUPO) e sua iniciativa, o Human Plasma Proteome Project (HPPP), 
tem contribuído com importantes avanços em termos de identificação e 
caracterização de proteínas do plasma. Atualmente, o banco de dados de proteoma 
do plasma (PPD; http://www.plasmaproteomedatabase.org/), criado em 2005, contém 
10546 proteínas distintas (Nanjappa et al., 2014; Schwenk et al., 2017). 
Na proteômica clínica, a pesquisa por biomarcadores em fluidos corporais data 
a década de 1920 (Rohlff, 2000). Em 2002, um dos pesquisadores mais renomados 
em análise do proteoma do plasma sanguíneo (Anderson, 2002) descobriu um 
problema que se tornaria a tarefa mais desafiadora ao decifrar o proteoma do plasma: 
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dez ordens de magnitude separam as proteínas menos abundantes das mais 
abundantes (figura 5). A partir de então, foram desenvolvidas técnicas de remoção 
(depleção) de proteínas abundantes o que permitiu estudos clínicos profundos das 























Figura 5 - Representação do intervalo dinâmico das proteínas do plasma humano. 
Figura modificada de http://www.plasmaproteome.org/plasmaframes. 
 
Ao passo que diversos estudos para a identificação de candidatos a 
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Gilabert-Juan et al., 2019; Guest et al., 2013; Jaros et al., 2012a; Levin et al., 2010; 
Ligthart et al., 2018; Schwarz et al., 2012a; Wang et al., 2019; Yang et al., 2019),  
esforços para descobrir biomarcadores moleculares para boa resposta ao tratamento 
em esquizofrenia no campo da farmacogenômica, metabolômica e proteômica ainda 
são simbólicos.  
Se considerarmos o estado atual do diagnóstico e tratamento da esquizofrenia, 
concluiremos que revelar biomarcadores candidatos associados à resposta à 
medicação são mais relevantes que biomarcadores diagnósticos. Ambos são 
importantes, mas a experiência dos psiquiatras é capaz de se sobressair no 
diagnóstico da esquizofrenia. 
Os estudos genômicos mostram-se promissores principalmente,  no que tange 
variantes em genes metabolizadores de drogas (polimorfismos no citocromo P450), 
mitocondriais (NDUFS-1 e TSPO) (Hamilton, 2015; Sriretnakumar et al., 2015), genes 
com papel regulatório, implicando num possível papel de fatores epigenéticos no 
contexto de resposta ao tratamento (O’Connell et al., 2019) e genes envolvidos em 
vias glutamatérgicas (Allen and Bishop, 2019). 
Dois importantes estudos em metabolômica, voltados à identificação de vias 
bioquímicas e biomarcadores em fluidos de pacientes com esquizofrenia em resposta 
ao tratamento, identificaram potenciais marcadores metabólicos, tais como glicose, 
citrato e ácido úrico, alfa cetoglutarato e pregnanediol com perspectiva de aplicação 
na prática clínica para predição de resposta associada ao uso de risperidona (Cai et 
al., 2012; Xuan et al., 2011). Um recente estudo em lipidômica identificou diversas 
moléculas associadas a resposta a risperidona, olanzapina e quetiapina, sendo o 
primeiro estudo a identificar marcadores lipidômicos de resposta clínica  (Aquino et 
al., 2018). 
Há poucos estudos em proteômica com biomarcadores capazes de distinguir 
pacientes respondedores em esquizofrenia ou mesmo que auxilie na melhor 
compreensão das vias de sinalização alteradas pelos antipsicóticos na periferia. Um 
estudo recente em proteômica avaliou o plasma de pacientes com esquizofrenia 
antes e seis semanas após o tratamento com antipsicóticos e como resultado foi 
observada a alteração de vias de comunicação celular, metabolismo de proteínas e 
de ácidos nucleicos, transporte e crescimento e manutenção celular. Essas vias 
podem indicar em estudos futuros os mecanismos de resposta a drogas (Martins-de-
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Souza et al., 2015a). Os mesmos autores identificaram assinaturas proteicas de 
resposta a tratamento relacionados a vias do sistema imune (Martins-de-Souza et al., 
2019).  
Um importante estudo conduzido em relação aos efeitos do tratamento por 
antipsicóticos em amostras humanas avaliou os efeitos cumulativos da medicação de 
uso contínuo em tecidos cerebrais de pacientes tratados cronicamente, revelando um 
pequeno grupo de proteínas candidatas que poderiam estar associadas com 
medicação (Chan et al., 2011b). Outros estudos proteômicos a respeito de 
antipsicóticos foram apenas realizados em tecidos cerebrais de modelos animais 
(English et al., 2009; Ji et al., 2009; Paulson et al., 2007). 
Abordagens de medicina personalizada sobre o tratamento de pacientes 
usuários de medicamentos de uso psiquiátrico precisam ainda ser desenvolvidas. 
Assinaturas moleculares que determinem a probabilidade de uma resposta à 
medicação são ainda desconhecidos, porém extremamente necessários uma vez que 
quanto mais cedo o tratamento é iniciado, melhor é o resultado. Além disso, os efeitos 
sistêmicos no proteoma e no metabolismo de pacientes com esquizofrenia 
desencadeados pela medicação ainda são pouco explorados. Song e colaboradores 
(2014)  buscaram identificar proteínas associadas aos efeitos metabólicos adversos 
relacionados ao tratamento com risperidona em pacientes com esquizofrenia, através 
da proteômica (plataforma MALDI TOF/TOF), e observaram uma correlação 
estatisticamente significativa entre a proteína APOA-I e proteínas do metabolismo de 
lipídeos, como colesterol e triglicerídeos e ainda com ganho de massa corpórea,  
sugerindo APOA-I como um potencial candidato a biomarcador de efeitos metabólicos 
adversos associados ao uso de risperidona (Song et al., 2014). Como já comentado, 
a proteômica é, por definição, uma ferramenta adequada para ajudar a responder a 
estas perguntas (Martins-de-Souza et al., 2012). 
 
2.6 Espectrometria de massas para identificação de assinaturas proteicas   
Desde que o termo proteômica foi cunhado nos anos 1990, vários métodos 
foram empregados para estudar proteínas, como por exemplo os métodos baseados 
em anticorpos (imunoensaios) e western blot, os quais foram aplicados durante 
décadas como ferramentas para detectar e quantificar proteínas candidatas. 
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Recentemente, vários painéis de imunoensaio multiplexados de alto rendimento 
foram desenvolvidos para identificar e quantificar simultaneamente inúmeras 
proteínas. Ainda que os métodos de imunoensaio tenham se tornados mais robustos, 
há algumas limitações inerentes da técnica, como inespecificidade para isoformas de 
proteínas e incompatibilidade com investigações de novas descobertas em larga 
escala (Nascimento et al., 2016). 
Inicialmente, a quantificação relativa da abundancia entre amostras era feita 
por eletroforese bidimensional à base de gel (2DE), incluindo eletroforese 
bidimensional  diferencial em gel  (2D-DIGE), mas como tais abordagens baseadas 
em gel são trabalhosas a apresentam limitações como pobre separação de certos 
grupos de proteínas (especialmente proteínas de membrana) e identificação de  um 
pequeno número de proteínas, elas acabaram sendo substituídas por novas 
tecnologias que permitisse uma caracterização proteica de larga escala (Aebersold 
and Mann, 2016). 
Em contraste com métodos anteriormente mencionados, a proteômica 
baseada em espectrometria de massas (EM) é capaz de analisar todas as proteínas 
em um sistema com alta especificidade. Essa abordagem agora possibilita a 
caracterização do proteoma do plasma humano com precisão sem precedentes. 
(Aebersold and Mann, 2016; Dayon et al., 2017; James, 1997; Saia-Cereda et al., 
2017).  
Para análises de amostras complexas, a aplicação de métodos de 
fracionamento das mesmas previamente a aquisição de dados por MS se faz 
necessária, visto que os espectrômetros de massas, ainda tem uma limitação na taxa 
de transferência de íons que podem ser analisados simultaneamente. Isso se deve a 
diversidade de proteínas em amostras complexas, principalmente após a digestão 
proteolítica, apresentando desafios significativos para a correspondência do espectro 
peptídico. O fracionamento de amostras, geralmente, é feito por métodos 
cromatográficos que incluem por exemplo troca catiônica e fase reversa de pH alto, 
de modo que frações com número reduzido de peptídeos sejam transferidos para o 
espectrômetro de massa, onde frações homogêneas de massa e carga (m/z) possam 
ser inferidas e sequenciadas com precisão (O’Neill, 2019). 
De um modo geral, através da espectrometria de massas é possível determinar 
a relação m/z de espécies ionizadas (conversão de um átomo ou molécula em um íon 
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pela adição ou remoção de partículas carregadas, ocorrendo através da permuta de 
elétrons ou outros íons) em fase gasosa. Para que isso seja possível, a composição 
de um espectrômetro de massas é dada por: i)  uma fonte de ionização, para ionizar 
(de maneira suave, preservando assim a estrutura polipeptídica) e transferir as 
espécies a serem analisadas para a fase gasosa; ii) um ou mais analisadores de 
massas,  para separar os íons formados de acordo com suas relações m/z; iii) um 
detector, responsável por detectar e amplificar a informação do analisador, gerando 
espectros de massas e iv) um sistema de aquisição de dados, que tem por finalidade 
analisar e processar os dados adquiridos através de diversas ferramentas 
computacionais (O’Neill, 2019).  
 
2.6.1 Fontes de ionização   
Dentre as fontes de ionização, as mais utilizadas em proteômica são ionização 
por electrospray (ESI) e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI).  A ESI (Fenn 
et al., 1989; Whitehouse et al., 1985) por exemplo, requer repulsão eletrostática, 
durante a passagem do analito carregado em solução por um capilar carregado, 
resultando em um spray aerossol, que levará a dessolvatação da amostra na 
presença de um gás de nebulização, transferindo os íons para o estado gasoso. Uma 
vez que os íons em fase gasosa foram gerados, no caso de ionização no modo 
positivo, por exemplo, os íons positivos são atraídos por um potencial de carga 
negativa, através da aplicação de voltagem, e direcionados para dentro do 
espectrômetro de massas (Aebersold and Mann, 2003a; Bruins, 1998). Por outro lado, 
a ionização por MALDI requer sublimação e ionização de amostras em uma matriz 
cristalina seca por irradiação pulsada a laser. A matriz energizada transfere sua 
energia ao analito provocando a ionização desse, sendo esse tipo de ionização 
caracterizada como branda.  Nesse contexto, MALDI é utilizado, de uma maneira 
geral, para analises a partir de uma mistura peptídica mais simples, enquanto 
cromatografia líquida integrada a um sistema ESI-MS (LC-MS) é preferencialmente 
utilizado para análises de amostras complexas (Aebersold and Mann, 2003b; Dass, 
2007). 
 
2.6.2 Analisadores de massas   
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Existem diversos analisadores de massas, tais como, quadrupolos, ion-traps 
(tridimensionais e lineares), time-of-flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron 
resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros, cujas vantagens e desvantagens vão 
depender do experimento planejado e o resultado experimental requerido. 
Resumidamente, todos os analisadores utilizam energia elétrica estática ou dinâmica 
e campos magnéticos isolados ou combinados para distinguir e separar os íons de 
acordo com seu comportamento, determinado por sua m/z. As diferenças entre os 
tipos de analisadores variam de acordo com como esses campos 
elétricos/magnéticos são empregados na separação dos íons. O emprego desses 
analisadores pode ocorre de maneira independente ou acoplados entre si, permitindo 
que experimentos em sequência (tandem) sejam realizados. Finalmente, 
eletromultiplicadoras (constituem os detectores mais largamente usados) fazem a 
detecção dos íons que foram previamente analisados [revisado em (Cantú et al., 
2008)].  
O quadrupolo é um dos analisadores mais amplamente utilizados na 
proteômica baseada em espectrometria de massas combinado a outros analisadores. 
Esse analisador consiste em quatro hastes de metal (eletrodos) dispostas 
simetricamente em uma matriz quadrada precisamente posicionadas e combinadas 
em paralelo. Pares opostos de eletrodos conectados eletricamente permite a haja um 
campo dentro da matriz quadrada. Simplificadamente, um par de haste recebe um 
potencial de corrente direta (dc) positivo e um potencial de radio frequência (rf) 
dependente de tempo e o outro par de haste recebe um potencial dc negativo e um 
potencial rf de mesma magnitude.  A separação de massa é feita através do 
movimento vibratório estável de íons em alta frequência oscilando entre campos 
elétricos criados a partir de potenciais dc e rf para os eletrodos. Íons específicos de 
uma m/z passam através das hastes do quadrupolo dentro de condições definidas de 
dc e rf. O espectro de massa é então obtido através da alternância de potencial de dc 
e rf enquanto mantem sua razão constante (Dass, 2007).  
Outro analisador que é largamente utilizado é o TOF.  Basicamente, esse 
analisador consiste em um tubo de voo longo e livre de campo elétrico. Os íons são 
impulsionados para esse tubo através da aplicação de potencial que causa a repulsão 
dos íons para região livre de campo elétrico, quando os íons viajam ao longo do tubo 
de voo a separação dos íons ocorre com base em suas diferentes velocidades, e o 
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tempo de travessia desses é medido. Já que um sinal de início e fim são necessários 
para a medição do tempo, um fator essencial é que todos os íons entrem no tubo de 
voo ao mesmo tempo e com a menor dispersão de energia cinética possível. A 
velocidade dos íons são uma função inversa da raiz quadrada de seus valores de 
m/z. Em análises TOF-MS a resolução de massa é limitada ao espaço temporal em 
que pacotes de íons de mesma massa chegam ao detector. Os três principais fatores 
que limitam a resolução do TOF são i) dispersão dos íons inerente no tempo (instante 
da formação de íons) a partir da fonte de íons, ii) espaço (localização do íon no 
momento da aceleração) e iii) velocidade (devido a diferenças na energia cinética 
inicial dos íons). A dispersão temporal dos íons pode ser minimizada pelo uso de um 
pulso de ionização muito curto e/ou um pulso de extração de íons de rápida elevação, 
e também pelo aumento da trajetória de voo. A convergência de íons espacialmente 
dispersos é alcançada no plano de foco espacial, onde os íons posteriores mais 
rápidos alcançam os íons mais lentos anteriores. A energia cinética inicial é o principal 
fator que restringe a resolução em instrumentos TOF. Uma maneira de contornar a 
distribuição espacial e a distribuição de energia cinética inicial de íons é através da 
incorporação de dispositivos de extração e uso de reflectron. Ainda, as variações 
iniciais de energia cinética tanto na magnitude quanto na direção (advindas com as 
técnicas de ionização em fase gasosa) dão origem a um fator de resolução chamado 
tempo de retorno. Esse é o tempo extra que um íon inicialmente viajando para longe 
da fenda de saída deve levar para sair da fonte de íons. Dois íons com velocidades 
iniciais idênticas, podem ter diferentes tempos de chegada ao detector devido a sua 
trajetória. Essa diferença de chegada no detector pode ser resolvida através da 
implementação de tubos de voo mais longos e tempos de voo mais longos podem 
reduzir o efeito do tempo de retorno. A resolução em massa de instrumentos TOF 
também é limitada pelo poder de resolução de tempo do sistema de detecção de íons 
(Dass, 2007). 
A melhoria na taxa de reprodutibilidade na identificação e quantificação de 
proteínas se deu com a introdução da espectrometria de massas sequencial 
(MS/MS), no qual diferentes analisadores de m/z são combinados para diferentes 
estágios da análise. Um exemplo disso, é a combinação de dois analisadores de 
massas à uma câmara de colisão, como por exemplo o Q-TOF (quadrupolo – time of 
fight) nesse caso, os íons são separados pela suas m/z em um analisador de massa 
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(quadrupolo), fragmentados em uma cela de colisão e os íons produto são analisados 
por um segundo analisador de massas para o registro de dados (TOF), ou seja,  
sendo possível detectar um determinado íon e posteriormente submetê-lo a uma 
etapa de fragmentação (Louris et al., 1985; Vessecchi et al., 2011). 
 
2.6.3 Métodos de aquisição de dados 
As ferramentas de processamento de dados comparam os dados obtidos 
experimentalmente com espectros teóricos, obtidos a partir de bancos de dados de 
proteínas, para a identificação de peptídeos.  Nesses bancos de dados teóricos, 
algumas informações são requeridas, como por exemplo os sítios de clivagem da 
enzima utilizada no processo de preparo das amostras para a obtenção dos peptídeos 
teóricos a partir de proteínas. Comumente, utiliza-se a tripsina, pois essa enzima 
facilita o processo de ionização da amostra, uma vez que os sítios de clivagem em 
lisina e arginina disponibilizam ao menos um aminoácido com cadeia lateral básica. 
Além disso é requerida informação sobre parâmetros de identificação, como redução 
e alquilação de cisteínas e modificações pós traducionais. Esse processo permite que 
uma sequencia peptídica seja atribuída para cada espectro experimental e assim 
inferir a sequencia de uma proteína com base em seu tamanho e faixa de cobertura 
obtida experimentalmente, de modo que ao final da análise e processamento de 
dados seja obtida um lista de proteínas geradas a partir da aquisição de dados por 
MS (Cravatt et al., 2007). 
Atualmente, o fluxo de trabalho mais difundido para proteômica de descoberta 
é denominado proteômica shotgun bottom up. Essa metodologia é aplicada para a 
identificação global de proteínas e caracterização sistemática de proteomas 
complexos. Proteômica bottom up refere-se a uma abordagem onde a informação 
sobre uma proteína é inferida a partir de íons peptídeo identificados individualmente. 
As abordagens atuais de bottom-up empregam métodos de aquisição dependente de 
dados (DDA), análise direcionada e análise independente de dados (DIA), que 
diferem entre si pelos respectivos métodos de seleção automática dos precursores 
para a fragmentação durante a aquisição de dados, bem como a forma pela qual os 
íons sinais são registrados (Sajic et al., 2015).  
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Em DDA, os íons peptídeos detectados em uma análise de varredura (MS1) 
são selecionados individualmente para fragmentação e então são fragmentados em 
uma cela de colisão induzida por dissociação (CID). Os íons fragmento resultantes 
são então adquiridos na forma de um espectro de íon. Geralmente, a seleção dos 
precursores para a fragmentação se dá através de suas intensidades, sendo que os 
íons mais intensos no espectro de MS1 são selecionados um a um para 
fragmentação. A análise de dado em modo DDA depende da identificação de 
peptídeos por comparação dos íons fragmentos com de sequências de aminoácidos 
de peptídeos contidos no banco de dados de proteína. As maiores vantagens da 
análise em modo DDA é a facilidade de usar essa metodologia e ampla 
disponibilidade de softwares de processamento de dado, além da compatibilidade 
com diversos tipos de análise, como baseada em isótopo estável, sem marcação e 
quantificação relativa. Entre as limitações dessa abordagem estão: baixa 
reprodutibilidade e inconsistente identificação de peptídeos de baixa abundancia 
entre múltiplas amostras (Sabherwal et al., 2016; Teo et al., 2015; Wasinger et al., 
2013).  
A abordagem DIA emergiu em alternativa ao DDA no campo da proteômica 
(Geromanos et al., 2009).  Em modo DIA em vez do isolamento do precursor para 
fragmentação ocorre a fragmentação de múltiplos precursores simultaneamente e a 
deconvolução dos espectros de íons fragmentos é realizada após aquisição de dados 
podendo ou não utilizar biblioteca de espectros. O modo DIA pode ser aplicado tanto 
para fase de descoberta quanto para estudo dirigidos por hipótese. Essa abordagem 
reduz ligeiramente o número de identificações e quantificações em troca de maior 
reprodutibilidade, já que utiliza de um método de amostragem mais abrangente (Smith 
et al., 2019).  
 
2.6.4 Synapt G2 Si  
O Synapt G2-Si HDMS (Waters Corp, Milford, EUA) é o espectrômetro de 
massas (MS) usado por nosso grupo de pesquisa (figura 6). Trata-se de um 
espectrômetro de massas do tipo Q-TOF capaz de realizar análises do tipo DDA e 
DIA. O método de aquisição DIA nessa plataforma é chamada MSe e se dá pela 
alternância entres espectros de MS1 e espectros de íons produtos onde todos 
precursores são fragmentados ao mesmo tempo (Waters Coorporation, 2009).  













Figura 6 - Esquema geral dos principais componentes do Synapt G2-Si HDMS, 
incluindo: a fonte de ionização (ESI); os analisadores de massa (quadrupolo e TOF); 
e a cela de mobilidade iônica (constituída pela trap, pela câmara de mobilidade e pela 
transfer). Adaptado de Waters Corporation. 
 
O processo de fragmentação utilizado para experimentos de DIA nesse 
instrumento é geralmente a técnica de dissociação induzida por colisão (Collision 
Induced Dissociation - CID), cujo processo ocorre a partir da transferência dos íons 
peptídeos pelo quadrupolo que serão então acelerados na transfer (região do 
espectrômetro de massas com um desses gases inerte hélio, argônio ou nitrogênio) 
desencadeando a colisão entre os íons e o gás inerte, o que proporciona aumento de 
energia interna dos íons levando à fragmentação (Levin and Bahn, 2010). De acordo 
com porção do peptídeo em que a carga do íon se concentra (N ou C terminal) e o 
tipo de ligação em que a fragmentação ocorre, pode haver três tipos específicos de 
fragmentação (figura 7): i) se a carga no íon se concentrar no N-terminal, a 
fragmentação pode ser dos tipos a, b e c, dependendo em que ligação ocorre a 
fragmentação desse íon, ii) se a carga do íon se encontra na região do C-terminal, é 
classificada como x, y e z, também dependendo do local de fragmentação, sendo os 
pares de fragmentação x/a, y/z e c/z. Devido a labilidade da ligação peptídica, observa 
com maior frequência a formação de fragmentos do tipo b/y em experimentos do tipo 


























Figura 7 - Esquema dos tipos de fragmentação por dissociação induzida por colisão 
(CID), adaptado de Roepstorff and Fohlman, 1984. 
 
O Synapt G2-Si apresenta ainda uma cela de mobilidade iônica de alta 
eficiência (IMS), que confere mais uma dimensão para separação dos íons.  Entre o 
ESI e o quadrupolo há ainda uma Step Wave, que consiste em uma câmara capaz 
de separar moléculas carregas de moléculas não carregadas, aumentando a 
sensibilidade da análise. Nessa câmara, os íons positivos (em análises no modo 
positivo) são atraídos para um orifício superior na câmara, de forma a seguir para as 
demais etapas da análise, enquanto íons negativos e não carregados continuam retos 
em suas trajetórias, não sendo transferidos para o quadrupolo. Em seguida, na cela 
IMS (Tri Wave) os íons são aprisionados na trap e são lançados em períodos 
regulares na câmara de mobilidade iônica. Esta, por sua vez, os separa em função 
de sua mobilidade através de uma cela preenchido com hélio, bem como sua 
interação com campo elétrico aplicado, enquanto a transfer, posteriormente pode 
conduzir os íons para o analisador TOF ou ser ainda ser utilizada para fragmentar os 
íons. Em seguida, os íon precursores e/ou os íons fragmentos são detectados e então 
o dado bruto é processado em um software de análise de dados proteômicos 
(Progenesis QI for proteomics), aonde uma lista final de proteínas identificadas e 
quantificadas é gerada e usada para análises de biologia de sistema por exemplo 
(Figura 8).  O método de MSe em que utiliza da IMS é chamado de HDMSe (High 
definition MSe), este métodos apresentam algumas vantagens como aumento da 
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Figura 8 - Esquema do fluxo de trabalho da análise proteômica desse estudo. 
 
2.6.5 Abordagens de identificação e quantificação de proteínas 
Nos últimos anos, a proteômica shotgun tem sido o método de escolha para a 
identificação e quantificação de proteínas em estudos de larga escala. O fluxo de 
trabalho se dá a partir da solubilização das proteínas, que então são sujeitas a 
proteólise para produzir peptídeos com tamanhos entre 10 a 20 aminoácidos. Os 
peptídeos são então separados de acordo com suas características físico-químicas, 
geralmente por cromatografia líquida de fase reversa acoplada ao espectrômetro de 
massas, e analisados pelo espectrômetro de massas. Durante a aquisição dos dados, 
os íons abundantes, em uma análise de varredura, são selecionados para a 
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fragmentação, resultando em um espectro de massas MS/MS. Os espectros são 
registrados de acordo com a razão massa carga e suas respectivas intensidades, 
permitindo que sejam posteriormente identificados [revisado em (Edwards, 2017)].  
O método mais eficiente para identificar peptídeos é baseado na busca de 
espectros de MS/MS contra banco de dados de sequência de proteínas, dentre os 
mais conhecidos estão o MASCOT e o SEQUEST. Essas ferramentas de pesquisa 
combinam os espectros de massa em tandem com as sequências de peptídeos dos 
bancos de dados de sequências de proteínas e usam os peptídeos de confiança para 
inferir as proteínas de uma determinada amostra. Tipicamente, um único 
espectrômetro de massa pode gerar milhares de espectros de MS/MS por hora, e a 
interpretação manual do espectro não é uma opção viável [revisado em (Edwards, 
2017)].  
Uma das abordagens é realizada correlacionando espectros experimentais de 
MS/MS com espectros teóricos para cada peptídeo contido em um banco de dados 
de sequência de proteínas. Os padrões de fragmentação teórica são calculados para 
cada um dos peptídeos candidatos usando regras comuns de fragmentação de 
peptídeos. Existem diversas opções de banco de dados de sequência de proteínas 
disponíveis para alguns organismos, dentre eles estão o banco de dados Entrez 
Protein do National Center for Biotechnology Information (NCBI), o banco de dados 
NCBI Reference Sequence (RefSeq) e o UniProt (composto pelo Swiss-Prot e seu 
suplemento TrEMBL). O resultado final é uma lista de correspondências (sequências 
de peptídeos) classificadas de acordo com o esquema de pontuação implementado 
em cada ferramenta específica; a melhor correspondência de peptídeo com 
pontuação tem a maior probabilidade de estar correta [revisado em (Edwards, 2017)].  
A busca em bancos de dados de sequencia de proteínas geralmente é 
realizada com base em critérios especificados pelo usuário, os mais comumente 
utilizados são: i) tipos de íons fragmento (a,b,c,x,y,z); ii) massa monoisotópica 
(instrumentos de alta resolução) ou massa média (instrumentos de baixa resolução); 
iii) estado de carga dos íons peptídeos, determinada através do padrão de distribuição 
isotópica observado no espectro MS em instrumentos de alta resolução; iv) tolerância 
de massa do íon precursor; v) tipo de enzima utilizada na digestão proteolítica; vi) 
modificações pós-traducionais [revisado em (Edwards, 2017)]. 
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Para a melhor compreensão de fenótipos em doenças, a quantificação de 
proteínas é de fundamental importância. Um dos primeiros métodos a comparar 
amostras biológicas com duas ou mais condições para identificar proteínas 
diferencialmente expressas em uma determinada condição foi o gel de eletroforese 
2D, que separa as proteínas de cada condição pela massa e ponto isoelétrico de cada 
proteína. Os géis são corados e as proteínas diferencialmente expressas são 
visualizadas na forma de pontos que variam em intensidades. De uma maneira geral 
as proteínas de cada amostras são marcadas com diferentes fluoróforos, para reduzir 
a variabilidade entre os géis. Ao final os pontos no gel são cortados e digeridos por 
uma enzima proteolítica e os peptídeos são injetados no espectrômetro de massas. 
Esse método é vantajoso por limitar a identificação de proteínas a um pequeno 
numero de proteínas diferencialmente expressas com homogeneidade de amostras 
para a MS, entretanto diversas desvantagens podem ser apontadas por se tratar de 
um método trabalhoso, cujo sucesso na qualidade dos dados depende do manuseio 
do experimento pelo usuário e apenas poucas proteínas são identificadas por 
experimento [revisado em (O’Neill, 2019)] 
Melhorias na instrumentação em estudos proteômicos baseados em 
espectrometria de massas, como o acoplamento da cromatografia liquida (LC) a 
espectrômetros de massas e aplicação de dois analisadores (LC-MS/MS) deram 
origem a uma ferramenta analítica versátil e de grande potencial na análise 
quantitativa, a qual pode ser executada através de estratégias marcação isotópica ou 
livre de marcação [revisado em (O’Neill, 2019)]. 
A marcação química de compostos, pode ser feita tanto em nível de proteínas 
quanto em nível de peptídeos. O uso dos isótopos estáveis de carbono, nitrogênio e 
hidrogênio, por exemplo, permite uma marcação diferencial em aminoácidos como 
leucina, lisina e arginina, que permanecerão biologicamente idênticos, porém com 
uma pequena diferença de massa, de modo que os peptídeos coeluem na separação 
por cromatografia liquida (exceto marcação isotópica deuterada). Entre as diversas 
abordagens de marcação de compostos, os principais são SILAC, iCAT, iTRAQ e 
TMT [revisado em (Smith et al., 2019)] 
Stable Isotopic Labeling of Amino Acids in Culture (SILAC) é um método usado 
para marcação in vivo, em cultura de células através do meio de cultura contendo 
aminoácidos pesados. Para a realização de um experimento padrão, basta cultivar 
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uma determinada linhagem contendo o meio de cultura com aminoácidos “pesados” 
e em outro cultivo, por exemplo controle, contendo o meio de cultura sem marcação 
“leve”, e ao final misturar os cultivos celulares (leve e pesado) na razão 1:1 e então 
realizar o procedimento padrão de LC-MS/MS. Os peptídeos são identificados de 
maneira padrão e a expressão relativa entre as diferentes condições será mensurada 
em MS1 pela razão entre as intensidades dos íons peptídeos pesados e leves.O uso 
de lisina e arginina pesadas combinadas possibilita a comparação de até 3 condições. 
Porém, para a obtenção de um resultado preciso é necessário que haja a 
incorporação dos aminoácidos marcados durante o cultivo celular e que o sistema 
biológico seja mantido em condições controladas, o que limita o uso dessa técnica 
em tecidos primários, como amostras de pacientes, embora estudos com completa 
marcação de organismos tenham sido descritas [revisado em (O’Neill, 2019)].    
O Isotope-Coded Affinity Tags (ICAT) utiliza-se da marcação nos resíduos de 
cisteínas reduzidos das proteínas composta por um grupo reativo sulfidrila, um ligante 
deuterado e uma etiqueta de afinidade a biotina. As amostras marcadas são 
misturadas e digeridas juntas. Os peptídeos enriquecidos com cisteínas passam por 
uma etapa de cromatografia de afinidade por avidina para o enriquecimento da 
amostra. E por fim, os peptídeos podem ser fracionados ou injetados diretamente no 
sistema LC-MS/MS. A análise de expressão diferencial ocorre em MS1 pelos 
diferentes isótopos deuterados. Por se tratar de um tipo de marcação que requer 
resíduos de cisteínas, essa abordagem se torna limitada, além disso a biotina introduz 
um ruído substancial em MS/MS e ainda, as marcações deuteradas são mais 
hidrofóbicas e por isso levam a uma pequena deslocação de massa  durante a fase 
reversa do LC, complicando a análise por MS. Entretanto, esse análise ainda tem 
uma aplicação importante em estudos de proteínas de baixa abundancia, devido a 
etapa de enriquecimento por afinidade [revisado em (O’Neill, 2019; Smith et al., 
2019)].  
As marcações ibobáricas viabilizam possibilidades mais abrangentes de 
multiplexação, como o Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification (iTRAQ) 
com kits disponíveis de multiplexação de 4 e 8 e o Tandem Mass Tags (TMT) com 
multiplexação para 6, 10 e 11, todos com o mesmo princípio. Cada marcação é 
composta de um éster reativo a amina, um ligante carbonila balanceado e um íon 
repórter. Os peptídeos trípticos formam ligações amida com os marcadores via N-
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terminal ou resíduos de lisina. Para cada amostra é adicionada uma marcação com 
repórter diferente e todas as amostras são misturadas antes do fracionamento e LC-
MS/MS. Cada marcação tem a mesma massa total e propriedades cromatográficas e 
além disso o tempo de retenção do LC e a separação por m/z de cada amostra não 
são afetadas durante a varredura MS1. Os íons precursores marcados são então 
fragmentados ocorrendo a dissociação dos íons repórteres com a ligação carbonila 
balanceada. Os fragmentos dos peptídeos são detectados gerando espectros de 
massa usuais. Os íons repórteres são também detectados como picos com m/z pré-
definidos. Se cada amostra tiver os peptídeos completamente marcados, espera-se 
que aqueles peptídeos que são mais abundantes entre as amostras vão acumular 
mais sinal de uma determinada marcação, quando valores iguais de cada amostra 
são misturados e sujeitos a analise por LC-MS/MS ocorre maior intensidade do íon 
repórter na varredura MS/MS e a partir da comparação das intensidades relativas dos 
íon repórteres, infere-se os peptídeos relativos e por consequência, a abundancia das 
proteínas nas amostras originais podem ser mensuradas. O preparo de amostras de 
maneira individual antes da multiplexação pode levar a erros [revisado em (O’Neill, 
2019)]. 
O preparo de amostra é umas das etapas mais importantes para a obtenção 
de um resultado final que permita maior cobertura e possibilidade de 
identificação/quantificação de peptídeos de baixa abundância com maior acurácia. 
Portanto, eliminar passos adicionais de preparo de amostra para a incorporação de 
compostos marcados, além de reduzir o custo de reagentes e ter a possibilidade de 
realizar experimentos sem limite de condições experimentais se torna uma vantagem 
e uma oportunidade para o desenvolvimento de abordagens quantitativas 
independente de marcação isotópica, contando com ferramentas computacionais 
mais avançadas para a interpretação dos dados. Para esse tipo de metodologia 
existem dois tipos de coleta de dados, dependendo do tipo de aquisição de dados 
usada (DDA ou DIA), que são por contagem e comparação do número de espectros 
de massas de fragmentação dos peptídeos que identificam uma determinada proteína 
e intensidade de íons. De uma maneira geral, na contagem espectral, o número total 
de espectros correspondentes contribui para a identificação de uma proteína. A 
contagem de espectros é limitada as condições do LC e seleção do íon precursor, 
que para amostras complexas produz variabilidade entre corridas, ocasionando 
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menor reprodutibilidade quantitativa se comparado com os métodos que utilizam 
marcação isobárica.  
Uma outra alternativa para a coleta de dados baseia-se na medida da 
intensidade de sinal dos íons de peptídeos correspondentes a esta proteína, que 
mensura a intensidade dos picos de MS em sequência como uma função do tempo, 
com perfis de eluição do LC para produzir um cromatograma de íons dado por 
Extracted Ion Chromatogram (XIC). A área sob a curva do cromatograma de íons é 
linearmente proporcional à concentração do peptídeo e o dado MS/MS é usado 
apenas para a identificação do peptídeo. Ainda assim, existem alguns desafios para 
essa abordagem como por exemplo a relação sinal ruído, peptídeos que co-eluem 
juntos causando sobreposição de sinal, variações técnicas no tempo de retenção (RT) 
e carga total das proteínas [revisado em (O’Neill, 2019)]. Para a obtenção de 
resultados mais precisos é necessário que os picos referência dos cromatogramas de 
LC sejam alinhados entre as corridas. Além disso, para que haja melhor acurácia na 
comparação entre aquisições de dados é preciso que seja feita uma normalização 
com dados de genes constitutivos e ainda é preciso que haja um extenso 
processamento de dados.  
A acurácia e precisão dessas duas abordagens mencionadas acima divide 
opiniões, principalmente devido as diversas possibilidades de aplicação, como por 
exemplo comparar uma proteína entre corridas ou comparar duas proteínas dentro 
de uma mesma corrida e a disponibilidade de múltiplas fórmulas para efetuar os 
cálculos (Milac et al., 2012; Old et al., 2005; Zybailov et al., 2005). A metodologia de 
coleta de dados por abundância dos íons dispõe de algumas possibilidades de 
quantificação, como por exemplo o Hi-N ou Top-N (Silva et al., 2006), que seleciona 
os picos de maior intensidade entre as corridas para quantificar com acurácia a 
proteína referência. Ainda, a quantificação relativa pode ser aplicada através da soma 
dos peptídeos exclusivos de cada proteína, esse método permite maior acurácia na 
quantificação, visto que elimina o efeito de sobreposição de tendências derivadas de 
peptídeos conflitantes, atribuídos a mais de uma proteína. Também é possível fazer 
a quantificação absoluta baseada na intensidade (Based Absolute Quantification - 
iBAQ) através da soma das intensidades de todos os peptídeos dividido pelo número 
de peptídeos identificados em uma determinada proteína.  
 




3. JUSTIFICATIVA  
  Sendo um transtorno incurável, a esquizofrenia pode custar em torno de 222 
milhões de reais para tratar 81,5% dos pacientes com esquizofrenia no setor de saúde 
do estado de São Paulo, no Brasil. Ainda, antipsicóticos apresentam eficácia 
inconsistente em cerca de 50% dos pacientes e seus efeitos colaterais são também 
a causa do abandono da medicação, que ocorre em 41-49% dos casos. Mais 
preocupante é que pacientes sem tratamento adequado não podem estudar ou 
trabalhar, gerando não somente gastos em relação à hospitalização e tratamento, 
mas principalmente uma piora na qualidade de vida desses pacientes. Vários estudos 
suportam a correlação entre o cérebro e o sistema periférico, já que o plasma 
sanguíneo está em constante troca dinâmica com os tecidos e órgãos que 
transportam moléculas que medeiam interações entre o cérebro e a periferia. Desta 
maneira, biomarcadores periféricos são potenciais facilitadores para diagnóstico e 
estratificação dos pacientes para um tratamento mais efetivo, e ainda podem revelar 
as causas da doença. Não existem indicadores moleculares que possam prever uma 
medicação efetiva para a esquizofrenia. Se por um lado a questão do diagnóstico 
pode ser resolvida com o suporte clínico dos psiquiatras, como tem sido feito com 
relativo sucesso há décadas, por outro uma resposta bem sucedida à medicação não 
tem atualmente uma solução senão escolha baseada na anamnese dos pacientes, 
aplicando também diferentes dosagens, comprometendo a qualidade de vida dos 
pacientes devido a alta taxa de fracasso nas primeiras tentativas de escolha do 
tratamento levando a progressão da doença e efeitos colaterais indesejáveis. Neste 
cenário, a proteômica é uma ferramenta adequada para estudos de distúrbios 
multifatoriais como a esquizofrenia, já que pode levar à melhor compreensão de vias 
moleculares alteradas, bem como a identificação de potenciais biomarcadores que 
possam minimizar os erros de escolha de um tratamento adequado. 
Dados aqui gerados auxiliarão numa melhor compreensão das bases moleculares do 
efeito do tratamento na esquizofrenia, através da integração das vias de sinalização 
e na identificação de moléculas-chave na patologia da doença. Estas poderão ser 
estudadas separadamente, apontando, por exemplo, novos alvos terapêuticos.  
Também, assinaturas proteicas observadas no plasma sanguíneo indicando uma taxa 
de melhor resposta ao tratamento, poderão ser concatenadas num ensaio bioquímico 
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com potencial de implementação na prática clínica. Isso reduzirá significativamente 
custos hospitalares e medicamentosos e, principalmente, poderá ocasionar melhoria 
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4.  OBJETIVOS 
 
1. Identificar e quantificar proteínas associadas a vias de sinalização 
relacionadas a resposta clínica a olanzapina e risperidona, através da 
análise proteômica quantitativa, correlacionando proteínas provenientes 
de amostras de plasma sanguíneo de pacientes com esquizofrenia após 
6 semanas de tratamento com os mesmos pacientes antes do 
tratamento. 
 
2. Identificar assinaturas proteicas que possam vir a determinar a 
probabilidade de resposta positiva ao fármaco, através da análise dos 
proteomas de pacientes antes do tratamento. Os grupos de pacientes 
foram divididos de acordo com a resposta ao tratamento com 
antipsicóticos baseado na pontuação da Escala das Síndromes Positiva 
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Brain disorders are among the most complex and difficult to understand of human 
disorders in terms of pathophysiology and etiology. Differently from other human 
diseases such as cancer, which uses biomarkers in clinical practice, there are no 
prognostic and diagnostic biomarkers available for psychiatric disorders. Those 
associated to the likelihood of a successful medication are also not existent, impairing 
treatment strategies. Proteomics is a suitable tool for identifying such biomarkers to 
be validated and further implemented in the clinic. Here we present a protocol for the 
proteome analyses of blood plasma and serum collected in vivo, aiming for the 
discovery of potential biomarkers and the comprehension of the molecular bases of 
diseases and treatments.  
 










The etiology and biological mechanisms of brain disorders such as neurodegenerative 
and neuropsychiatric disease still needs to be understood. Moreover, there are no 
known biomarkers, which could help physicians in terms of diagnosis, patient 
stratification, choice of correct drug or disease monitoring. In contrast, in cancer 
research there are at least 23 protein biomarkers approved by the USA food and drug 
administration (FDA) (Füzéry et al., 2013; Martins-de-Souza, 2013). 
For complex disorders, it is unlikely that one biomarker will be capable of 
determining disease and treatment states. A panel of molecules is potentially more 
precise and sensitive, and these should meet certain requirements such as being 
reproducible in clinical settings, inexpensive and available in samples collected in the 
least invasive manner possible (Cook, 2008). As body fluids such as plasma, serum, 
urine and saliva are considered noninvasive, these sources have the highest potential 
for biomarker discovery investigations (Garcia et al., 2017a). 
Schizophrenia (SCZ) is a mental, disable and incurable psychiatric disorder that 
may affect 1% of worldwide population. One may argue that schizophrenia comprises 
several disorders, which are represented by a range of symptoms, classified in positive 
(e.g. hallucinations), negative (e.g. social withdrawal) and cognitive symptoms 
(Tandon et al., 2010). As with other psychiatric disorders, SCZ appears to be 
multifactorial in its etiology, with the combined influence of both environmental and 
genetic factors. Thus, finding a set of biomarkers for improving diagnosis or for 
monitoring drug treatment effects in clinical setting is still an open quest (Martins-de-
Souza, 2012, 2013). 
The main way of treating schizophrenia is through the use of antipsychotics. 
Even though several antipsychotic medications are available, around 40% of the 
patients show a poor response to initial treatment with these drugs. Recently, a mass 
spectrometry-based shotgun proteomics study using blood plasma collected from 
schizophrenia patients before and 6 weeks after treatment revealed molecular 
differences between patients that responded well compared to those with a poor 
response to antipsychotics (Martins-de-Souza et al., 2015a). Other studies using mass 
spectrometry (MS) and multiplex immunoassay-based approaches have found that 
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treatment with antipsychotics such as olanzapine can lead to changes in protein 
phosphorylation patterns (Jaros et al., 2015) as well as the levels of cytokines (De 
Witte et al., 2014) and metabolism-related proteins (Schwarz et al., 2012b; Tomasik 
et al., 2016). 
The use of blood plasma or serum to study brain disorders using proteomics 
through mass spectrometry has been growing in recent decades. This is likely to be 
due to fact that these disorders, despite being localized to the brain, affect the 
molecular composition throughout the blood. Studies on psychiatric disorders have 
shown that blood-based molecules can be disrupted, including those involved in 
neuroendocrine function (Spelman et al., 2007), molecular transport (Woods et al., 
2012), inflammatory response (Chan et al., 2011a; Li et al., 2012a) and oxidative 
stress response (Zhang et al., 2013). For blood plasma proteome analysis, sample 
preparation is a crucial step to guarantee the precise identification of biomarkers with 
the potential of clinical implementation. This includes the removal of high abundant 
proteins (the depletome) (Koutroukides et al., 2011) since approximately only 30 
proteins make up 99% of the blood protein mass. These abundant proteins can 
obscure the lowerabundance proteins, impairing their identification and precise 
quantitation. To remove the most abundant proteins from blood plasma and serum, 
methods such as immunoaffinity depletion can be employed (Garcia et al., 2017a; 
Jaros et al., 2013). Depleted samples can be then submitted to MS-based shotgun 
proteomic analysis to identify and quantify candidate biomarkers (Bond et al., 2013). 
Here we present a general protocol for protein biomarker identification in blood 
plasma or serum using MS-based proteomic analyses. This protocol focuses on 
depletion of the 14 most abundant proteins in plasma or serum using a high-
performance liquid chromatography (HPLC) system. Subsequently, the depleted 
samples are applied to a two-dimensional liquid chromatography (2D-LC), which is 
connected online with a MS instrument operated in data independent analysis (DIA) 
mode and the proteins are quantified by label-free analysis. These biomarker 
candidates can be combined in a mass spectrometry-based molecular assay based 
on selected/multiple reaction monitoring (SRM/MRM), which is a fast, sensitive and 
robust technique with the potential of clinical implementation (Reis-de-Oliveira et al., 
2017). 
2 Materials 
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1. Human serum or plasma samples 
2. Buffer solution A (see Note 1) 
3. Buffer solution B (see Note 2) 
4. MARS Hu14 column (4.6 mm inner diameter, length 100 mm, capacity of 40 µL 
of plasma or serum) (Agilent technologies; Santa Clara, CA, USA) 
5. HPLC System (see Note 3) 
6. Empower Pro 2 software (Waters Corporation; Milford, MA, USA) 
7. 0.5 and 1.5 mL Eppendorf LoBind tubes  
8. 50 mM ammonium bicarbonate solution (pH 7.5) 
9. Sample concentrator cater for 6 mL sample volume with 3000 Da molecular 
weight cutoff (MWCO)  
10. 15 mL conical centrifuge tubes  
11. Refrigerated bench-top centrifuge with rotor for 15 mL conical tubes.  
12. 100 mM dithiothreitol in 50 mM ammonium bicarbonate solution (pH 7.5) 
13. 300 mM iodoacetamide in 50 mM ammonium bicarbonate solution (pH 7.5) 
14. Sequencing grade modified trypsin (Promega; Madison, WI, USA) 
15. Trypsin resuspension dilution buffer (Promega) 
16. 5% trifluoroacetic acid (TFA)  
17. Qubit® 3.0 Fluorometer (ThermoFisher Scientific; Waltham, MA, USA) 
18. Qubit® Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 
19. Qubit® Assay Tubes (Thermo Fisher Scientific) 
20. Acquity UPLC M-Class (Waters Corporation) 
21. Synapt G2-Si Mass Spectrometer (Waters Corporation) 
22. Acquity UPLC M-Class Peptide BEH C18 trap column 130Å, 5 µm, 300 µm x 
50 mm (Waters Corporation) 
23. Acquity UPLC M-Class Symmetry C18 Trap Column, 2D, 100Å, 5 µm, 180 µm 
x 20 mm (Waters Corporation) 
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24. Acquity UPLC M-Class HSS T3 Column, 1.8 µm, 75 µm X 150 mm (Waters 
Corporation) 
25. NanoLockSpray dual electrospray ion source (Waters Corporation) 
26. Solvent C (see Note 4) 
27. Solvent D (see Note 4) 
28. Solvent E (see Note 4) 
29. Solvent F (see Note 4) 
30. UniProt human proteomic database 
31. Progenesis® QI for Proteomics version 2.1 (Waters Corporation) 
32. Protein Lynx Global Server® version 3.0.3 (Waters Corporation) 




3.1 Sample preparation (see Note 5) 
1. Dilute 30 µL of human plasma sample using 90 µL Buffer A.  
2. Centrifuge the sample at 21,000 x g for 15 min (see Note 6). 
3. Transfer the supernatants to 0.5 µL LoBind tubes and keep them on ice until 
experimental analysis. 
 
3.2 Human serum and plasma protein depletion  
1. Purge the whole HPLC system with water at flow rate of 1mL/min for 5 min (see 
Note 7). 
2. Prepare the buffer solutions A and B for the HPLC system. 
3. Connect buffer A and buffer B flasks to pump inlets and purge the HPLC system 
at 1 mL/min for 5min (without a column). 
4. Attach the Agilent MARS Hu14 column in the HPLC system (see Note 8) 
  63 
 
 
5. Equilibrate the column with buffer A and wash the sample loop with 3 volumes 
between the runs.  
6. Set the depletion method using Empower Pro 2 Software (Table 1.1). 
7. Before the first run, and after the last run, perform a blank method injecting 
120μL buffer A (see Note 9). 
8. Inject 120 μL sample into HPLC loop and start the LC method.  
9. Ensure that the volume of injected sample is suitable to the column capacity 
(see Note 10). 
10. Run the chromatographic method for depletion and collect eluted fractions as 
using 1.5 mL low-protein-binding tubes (see Note 11).  
11. Store collected fractions at -80°C until further analyses.  
12. Equilibrate the column with Buffer A for 11 min at 1 mL/min. 
13. Disconnect and store the depletion column at 4º C.  
14. Flush the HPLC system with water for 30 min at 1 mL/min (see Note 12). 
 
Table 1.1-  Liquid chromatography method 





      
Low-abundant fraction 
elution 
0.00 0 0.125 60 6 
 18.00 0 0.125 60 6 
      
Washing 18.01 0 1.000 60 6 
 20.00 0 1.000 60 6 
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High abundance fraction 
elution 
20.01 100 1.000 60 6 
 27.00 100 1.000 60 6 
      
Column regeneration 27.01 0 1.000 60 6 
 38.00 0 1.000 60 6 
 
3.3 Buffer exchange 
1. Wash sample concentration tubes with ultrapure water. 
2. Add 3mL 50 mM ammonium bicarbonate and centrifuge at 6,600 x g for 30 min 
or until the remaining volume is 300-600 μL (see Note 13).  
3. For buffer exchange of low abundance fraction, add 1.5 mL to the concentration 
tube and centrifuge at 6,600 xg for 30 min or until remaining volume in upper chamber 
is 300-600 μL. 
4. Remove assembly and discard the flow through (see Note 14). 
5. For buffer exchange of the high abundance fraction, add 4 mL of this sample to 
the concentration tube and centrifuge at 6,600 x g for 90 min or until remaining volume 
in upper chamber is 300-600 μL. 
6. Remove the assembly and discard the flow through. 
7. Adjust the sample volume to 5.5 mL using 50 mM ammonium bicarbonate 
solution (see Note 15). 
8. Centrifuge at 6,600 x g for 90 min or until the remaining volume is 300-600 μL. 
9. Homogenize the concentrated sample several times and transfer it to a 1.5mL 
tube (Figure 1.1). 




Figure 1.1 - Representative chromatogram of depletion runs on the MARS Hu14 
column. The first peak contains the low-abundance proteins, the second peak contains 
the high abundance proteins (bound proteins), and the last peak corresponds to the 
buffer solution. 
 
3.4 Quantification (see Note 16) 
1. Prepare the working solution and standards from Qubit® Protein Assay Kit for 
protein quantification according to manufacturer’s instructions (see Note 17). 
2. Add 1 μL of concentrated sample to 199 μL of working solution in Qubit® Assay 
Tubes. 
3. Vortex the tubes for 2 s. 
4. Incubate the tubes for 15 min at room temperature. 
5. Insert the tubes containing standards in the Qubit® Fluorometer and press 
“Read Standards”. 
6. Insert samples tubes, set 1 μL as sample volume and press “Read Samples” 
(see Note 18). 
 
3.5 Tryptic digestion 
1. Add 50 μL of sample (1μg/μL) in 1.5 mL microtubes. 
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2. Add 35 μL of 50 mM ammonium bicarbonate (pH 8.5) and homogenize. 
3. Heat tubes at 80°C for 15 min in a block heater. 
4. Remove tube from the heater and centrifuge briefly. 
5. Add 2.5μL 100 mM dithiothreitol and homogenize (see Note 19). 
6. Heat the samples at 60°C for 30 min. 
7. Remove the samples from the heater and cool them at room temperature. 
8. Add 2.5 μL 300 mM iodoacetamide and vortex (see Note 20) 
9. Incubate the samples for 30 min at room temperature in the dark. 
10. Add 5μL of trypsin solution and vortex (see note 21). 
11. Incubate the samples at 37°C overnight (12-16h).  
12. Add 10μL of 5% TFA to stop trypsin digestion and homogenize. 
13. Incubate samples at room temperature for 15 min. 
14. Centrifuge samples at 20,800 x g at 6°C for 30 min. 
15. Transfer the supernatants to Waters Total Recovery vials (see Note 22). 
16. Take an aliquot for peptide quantification. 
 
3.6 Mass spectrometry (see Note 23) 
 
1. Set the column temperature as 45°C in trap valve manager control. 
2. Maintain the temperature at 8°C in the sample manager. 
3.  Establish solutions C and D as mobile phases of first dimension 
chromatography.  
4. Set up solutions E and F as mobile phases of second dimension 
chromatography. 
5. Calibrate the mass spectrometer using [Glu1]-fibrinopeptide B human “Glu-Fib” 
solution (100 fmol/uL) according to manufacturer’s instructions. 
6. Set the MS acquisition method able to alternate low and high energy, with no 
selection window and a continuum ion current.  
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7. Use CE ramp from 19 eV to 53 eV in transfer cell for the elevated energy MS 
scan. 
8. Set nanoflow conditions at Tune Page (Table 1.2) 
9. Set the mass spectrometer to operate in resolution mode with an m/z ratio 
resolving power of 40,000 FWHM, using ion mobility with cross-section resolving 
power of 40 Ω /ΔΩ.  
10. Adjust the first-dimension chromatography on ACQUITY UPLC M-Class 
Peptide BEH C18 Trap Column to perform the fractionation through discontinuous 
steps of acetonitrile (11%, 14%, 17%, 20% and 50%) for 10 min at flow rate of 2 
µL/min. 
11. Adjust the second-dimension separation using ACQUITY UPLC M-Class HSS 
T3 Column using an acetonitrile gradient from 7% to 85% (v/v) for 36 min at a flow 
rate of 0.4 µL/min directly into a Synapt G2-Si HDMS. 
12. Load samples of 0.5 μg into ACQUITY UPLC M-Class 2D System coupled to 
Synapt G2-Si HDMS and perform LC-MS/MS acquisitions. 
             Table 1.2 Nanoflow Conditions 
Synapt G2-Si HDMS  




























3.7 Proteome quantification and identification 
1. Download the human proteome FASTA file from Uniprot database and create 
the human reversed-decoy database. 
2. Load Progenesis® QI for Proteomics version 2.0 software to process LC-
MS/MS information (raw data). 
  68 
 
 
3. Select the raw data and provide lock mass m/z as 785.8426 to perform the 
calibration. 
4. Set up processing parameters for HDMSE acquisitions as shown in Table 1.3 
Import the data. 
5. After all files have been imported, click on “Start Automatic Processing” and 
select to assess all runs in the experiment for suitability. 
6. Proceed with “Automatic Alignment” box and click ”Next”. 
7. In “Perform Peak Picking” click in “Set Parameters Up”. At “Runs for Peak 
Picking” tab, check if all runs are selected  
8. Adjust the sensitivity of the peak picking to automatic at the “Peaking Limits” 
tab setting the “Noise Estimation Algorithm” to 4. 
9. Set the “Maximum Charge” to 8. 
10. Click “OK” to close the “Peak Picking Parameters”. 
11. Select the “Set Up An Experiment Design” box (see Note 24) 
12. Select to “Run Groups by Conditions” At Identify Peptides tab, verify if the “Use 
MSE Data From My Runs To Identify Peptides” is selected and click to set parameters 
13. Select human target-decoy database. 
14. Verify default parameters and, if necessary, edit values (see Note 25) 
15. At the “Protein Quantitation” tab, select Relative Quantitation Using Hi-N option 
and choose “3” as number of peptides to measure per protein. Use protein grouping. 
16. Click “Finish” to start automatic processing.  
                          Table 1.3 Processing parameters for raw data. 
Thresholds MSE HDMSE 








750 750  
 
3.8 In silico analysis 
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1. Use Ingenuity Pathway Analysis to perform pathway and functional correlation 
analyses using differentially expressed proteins.  
 
3.9 SRM method 
For mass spectrometry-based molecular assay based on selected/multiple reaction 
monitoring (SRM/MRM) analysis to analyze potential biomarkers targets see chapter 
17 on page 215-217 in this book (Reis-de-Oliveira et al., 2017). 
 
4 Notes 
1. Buffer A consists a solution of 40 mM sodium phosphate (pH 7.4), 0.5 M NaCl 
and 0.02% sodium azide. Refresh this buffer where required.  
2. Buffer B is a solution of 2 M Urea and 0.5 M glycine (pH 2.25). Refresh this 
buffer where required.  
3. We use a Waters HPLC system with 2487 Dual λ Absorbance Detector   and a 
manual injection system.   
4.  Solution C is 20 mM ammonium formate (pH 10). Solution D is 100% 
acetonitrile (ACN). Solution E is 0.1% formic acid in water. Solution F is 0.1% formic 
acid in ACN. 
5. The procedures must be carried out at 4°C, to prevent protein degradation. 
Keep the samples on ice until use. The chromatographic runs should be performed at 
room temperature. 
6. Spin cartridges avoid the introduction of particulate matter to the column 
7. Data recording and processing were performed with Empower Pro 2 Software 
(Waters Corporation). 
8. If the HPLC system is in ethanol or isopropanol, it is necessary to wash the 
system with water. To avoid precipitation within the system, do not change from 
organic solvent to the buffer. Buffer solution does not need degassing. 
9. This step allows the complete elution of residual proteins from the column. The 
sample loop volume should be at least twice the volume of the injected sample. 
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10. We use manual injection with a Hamilton syringe. This requires specific 
precautions to avoid entrance of air into the sample loop and cross-contamination. 
Before to remove the syringe from the holder, switch the sample valve to the inject 
position. Then, remove syringe, wash it with water and buffer solution A. Place the 
syringe back in the syringe support, switch the injection valve to the load position and 
inject the sample from the syringe into the sample loop. Leave the syringe in the holder 
during the run. Repeat these steps for each sample. 
11. The high-abundance proteins targeted for depletion will bind to the column, 
whereas the low-abundant proteins should flow through within the first 2.25 mL/18 min 
of the method. The high abundance protein fraction should elute between 7.25 mL-
11.25 mL/23-27 min. Use low-protein-binding tubes to collect fractions. These help to 
avoid loss of sample by reducing sample binding to tube walls.  
12. We recommend keeping a column record using a log book. Although the 
manufacturer guarantees unchanged chromatographic performance for 200 runs, we 
achieved more than 2,000 runs with same column without loss of efficiency. The 
column efficiency is monitored by protein gel electrophoresis and visualization of each 
fraction. 
13. Buffer exchange can take several hours to complete. Therefore, it should be 
done at 4°C to minimize protein degradation. It is also important to check the 
specifications of the concentration tubes to grant the maximum allowed g-force. Higher 
g-forces might lead to leakage of proteins trough the filter membrane. 
14. To check the efficiency of concentration centrifuge tubes, a protein gel 
electrophoresis and visualization test can be carried out on the filtrate.  
15. The steps 2 or 3, and 4, can be repeated twice to reduce the ionic strength and 
replace the buffer solutions A and B. LC-MS systems fitted with a trap column wash 
the sample as an additional desalting step before analysis. In our method, a single 
buffer exchange normally works well. 
16. Make sure all assay reagents are at room temperature.  
17. We use the Qubit® Protein Assay Kit for protein quantification with Qubit® 3.0 
Fluorometer. Keep the reagents at room temperature 30 minutes before use. 
18. The expected protein concentration is between 1-1.8 μg/μL for high abundance 
fraction and 0.3–0.6 μg/μLin for low abundance fraction. 
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19. Dithiothreitol is used for reducing the disulfide bridge of cysteine residues. 
20. Iodoacetamide is used for alkylation of cysteines. 
21. We used 400μL Sequencing Grade Modified Trypsin in 5 x 20 ug aliquots 
(0.05μg/uL) and Trypsin Resuspension Buffer (Promega).  
22. We used Waters Total Recovery Vial preslit PTFE/silicone caps.  
23. Quantitative and qualitative analyses were carried out in a bi-dimensional 
nanoUPLC tandem nanoESI-Q-IMS-TOF platform with the use of data-independent 
acquisitions (DIA) with alternating low and high energy with ion mobility (HDMSE 
method) in positive mode nanoESI(+). 
24. Create a Comma Separated Values(CSV)file with two columns. The first 
column corresponds to the sample name and must contain the same sample name as 
raw file without the raw extension. The second column corresponds to the group name 
and should have the name of biological condition used in the previous mass 
spectrometry run. 
25. Common parameters must be set up as follows: trypsin as the digest reagent 
at a maximum of 1 missed cleavage; carbamidomethyl C as fixed modification, 
oxidation M and phosphoryl STY as variable modifications, and 600 kDa as maximum 
protein molecular weight. We set up the peptide and fragment tolerances as default 
and the false discovery rate at less than 4%.  For ion matching requirements, we set 
up fragments/peptides at 1 or more, fragments/protein at 3 or more and 
peptides/protein at 1 or more. 
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Antipsychotics are the main line of treatment for schizophrenia. Even though, there 
are significant rates of medication drop out since there is a limited response for 
approximately 50% of patients and because of side effects. This is due to the fact that 
we lack in understanding how these drugs act at the molecular level. To improve 
treatment efficacy during the early stages of schizophrenia, which is a critical period, 
we aimed to identify molecular signatures for a positive treatment response for the 
atypical antipsychotics olanzapine and risperidone before initiation of the treatment. 
Another aim we had was to find proteins and signaling pathways in blood plasma 
associated with a positive treatment outcome through a longitudinal analysis (before 
[T0] and after 6 weeks of treatment [T6]) using proteomic tools. Blood plasma samples 
were processed and submitted to M-Class two-dimensional nano-liquid 
chromatography, coupled online to a Synapt G2-Si mass spectrometer and analyzed 
using label-free quantitative shotgun proteomics. Data were obtained in MSE mode 
(data-independent acquisition) in combination with ion-mobility (HDMSE). We were 
able to identify a potential panel of proteins that might predict a positive outcome to 
olanzapine and risperidone treatment. The proteins found to be differentially abundant 
between T0 and T6 in good responders compared to poor responders were analyzed 
in silico for enrichment pathways and found to be mostly involved with immune system 
functions. This data can contribute to better understand the biochemical signaling 
peripherally triggered by antipsychotic medication and eventually used to develop 
surrogate biomarker tests to help improve treatment outcomes and guide development 




The application of proteomics to the study of the atypical antipsychotic effects on blood 
plasma proteome from schizophrenia patients could help in the search for new targets 
to improve the current therapy, as well as in the development of new therapeutic 
strategies.  In this original article, we provided clues that atypical antipsychotics might 
be associated with good response by modulating proteins that plays a role in 
inflammatory process and/or immune system. In addition, the proteins with differential 
abundance found in the comparison between good and poor responders at the 
baseline might compose a panel of potential signatures for response effectiveness. 
 


















The combination of environmental and genetic factors leads to chronic disability 
such as hallucinations, delusions and cognitive symptoms commonly observed in 
schizophrenia, one of the most grievous mental disorder affecting around 21 million 
people globally (Keshavan et al., 2008; Sullivan et al., 2003; WHO, 2019). 
Antipsychotics show limited response (> 20% PANSS/BPRS reduction or a CGI 
score indicating “slightly improved”) in approximately 50% of patients and side effects 
often cause medication drop-out (Leucht et al., 2017). Nonetheless, they have been 
the main line in the therapeutics of schizophrenia because of their capacity to reduce 
psychotic symptoms and prevent relapse (Leucht et al., 2017; Rabinowitz et al., 2009). 
However, the most troubling fact is that patients without adequate treatment cannot 
function in society. This can lead to high expenses related to hospitalization and 
treatment but, more importantly, a continual reduction in quality of life for the patients 
(Dong et al., 2019). Antipsychotic medications target mainly dopamine receptors with 
different levels of affinity, and early intervention has been shown to improve efficacy 
and the long-term course for patients (Goff et al., 2017). 
Atypical antipsychotics, such as risperidone and olanzapine, were approved for 
treatment of schizophrenia by the Food and Drug Administration in the 1990s. In 
addition to their role as antagonists of dopamine D2 receptors, they act on a wide range 
of receptors, conferring both therapeutic and side effects, with the latter mostly related 
to metabolic syndrome (Tandon et al., 2010). Olanzapine is considered to be one of 
the most effective medications to treat chronic schizophrenia (Lieberman et al., 2005). 
Also, olanzapine treatment generally leads to improvements in Positive and Negative 
Syndrome Scale (PANSS) scores, as well as reductions in the rates of hospitalization 
and drop-outs (Bymaster et al., 1996; Maloney and Sikich, 2010). However, it can also 
induce side effects associated with weight gain, dyslipidemia, and elevated levels of 
transaminases. Risperidone is an effective treatment option for both newly diagnosed 
and chronic schizophrenia patients alike. Although considered atypical, risperidone 
may also present a typical antipsychotic profile, depending on the dosage used, by 
causing extrapyramidal side-effects and an elevation in prolactin levels. In addition, 
risperidone has been documented to cause weight gain and sedation to a lesser extent 
than olanzapine (Klieser et al., 1995; Marder and Meibach, 1994). 
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Due to the prevalence of side effects caused by antipsychotic treatment, 
including metabolic syndrome (average 36%), weight gain and obesity (average 30%), 
and cardiovascular effects (16-49%), and compounded with the medium efficacy of 
antipsychotics, approximately 50% of patients eventually abandon treatment (Leucht 
et al., 2013; Tiihonen et al., 2017; Young et al., 2015). As such, biomarkers that may 
suggest efficacy, or lack thereof, for a given drug must be identified. 
In all higher organisms, the homeostatic mechanisms of the brain work in 
concert with the periphery and this is mediated by a number of two-way 
communication networks, such as the bloodstream.  
In the early 1960s, Frank Putnam (Putnam, 1963) was a pioneer for studies of 
whole-blood, plasma proteins. Almost 60 years later, the search for the best 
representation of the human blood plasma/serum proteome is still a moving target, 
propelled by the rapid advancements of proteomic techniques and instrumentation. 
The interest in the plasma/serum proteome is multifaceted. The ease of access makes 
this body fluid attractive for medical applications and collecting blood is one of the least 
invasive techniques. It is routine not only in hospitals, but also in clinical and research 
laboratories worldwide. Clinical applications are numerous, with disease diagnosis 
and drug reaction monitoring being some of the most valued, such as those affecting 
the brain-periphery axes (Anderson, 2002; Guest and Guest, 2016; Mayne et al., 
2016). Therefore, analysis of blood plasma molecules can be a useful approach to 
show disturbances in the brain and/or the effects of a treatment. By definition, 
proteomics is a suitable tool for studies of complex diseases such as brain disorders, 
because of its ability to identify, quantify, and characterize numerous proteins across 
different conditions (Wilkins et al., 1996a). 
Proteomics emerged in the post-genomic era as a strategy for the identification 
of proteins and biochemical pathways involved in the pathophysiology of human 
diseases. Consequently, discovering proteins which present differential abundancy 
under specific conditions may suggest potential biomarkers. These conditions can 
include both physical conditions, such as diseases and stress, as well as chemical 
conditions, including drug treatments. In clinical psychiatry, biomarkers have been 
researched in body fluids since the 1910s (Bahn et al., 2012). However, discovering 
proteomic blood markers is one of the most challenging tasks in analytical terms, since 
ten orders of magnitude separate the least abundant proteins from the most abundant 
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proteins (Anderson and Anderson, 2002). Thus, techniques to deplete abundant 
proteins were developed which allowed more precise studies on biomarkers discovery 
(Jaros et al., 2013). Protein signatures have been sought in order to predict a positive 
response to psychiatric treatment, but there is still lack of relevant molecules to 
compose a panel of proteins for a positive outcome to specific antipsychotics (Martins-
de-Souza et al., 2015b, 2019; Tomasik et al., 2016; Zhang et al., 2018).  
The blood plasma/serum proteome has been investigated to identifying 
potential biomarkers that may improve clinical outcomes by being reliable predictors 
of the right medication in the early course of SCZ (Guest et al., 2014). With this in 
mind, we have aimed to define molecular profiles in the plasma of drug naïve/drug 
free schizophrenia patients, before treatment with olanzapine and risperidone. Also, 
we have analyzed blood serum proteins from SCZ patients treated with an atypical 
antipsychotic to better understand the pathways involved in response effectiveness.  
 
Material and Methods 
Blood samples 
Blood plasma samples (Table 1, Supplementary Table 1) were collected at 
08:00 am by venous puncture from acutely ill SCZ subjects (n=26) who were acutely 
ill, un-medicated for at least 6 weeks prior to inclusion [designated time zero (T0)] 
and again after 6 weeks (T6) of treatment with the antipsychotics olanzapine (n=11) 
and risperidone (n=15). After the 6-week treatment period, all samples were grouped 
according to those patients who responded (olanzapine n=6, risperidone n=8) or did 
not respond (olanzapine n=5, risperidone n=7) favorably to the treatment. A favorable 
response was defined as a 50% reduction of total PANSS scores. These scores were 
corrected by subtraction of the minimum scores which represented no symptoms (7, 
7, and 16 for PANSS positive, negative and general scores, respectively) (Aquino et 
al., 2018). Supernatants were aliquoted and stored at −80°C. During the treatment 
period patients were hospitalized. Medical conditions such as substance abuse 
disorder or symptoms induced by a non-psychiatric medical illness or treatment, 
including immune diseases, immunomodulatory treatment, cancer, chronic terminal 
disease, cardiovascular disorders, dyslipidemia, diabetes, and severe trauma were 
causes for exclusion from the study. The ethics committee of the Psychiatric Clinic 
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of the University of Magdeburg, Germany, approved the procedures for sample 
collection and analysis (process 110/07, from November 26th, 2007 amended on 
February 11th, 2013). Samples were collected after the study was explained to 
subjects and informed, written consent was obtained. 
 









N 8 7 6 5 
PANSS total score (T6) 
mean±SD 
34.25±12.26 20.85±7.26 43.00±8.46 22.60±23.7
5 
Symptom reduction from 
T0 to T6 [% change in 
PANSS total, mean±SD] 
0.69±0.16 0.36±0.05 0.75±0.11 0.30±0.25 
Age, years, mean 39.88 40.00 34.83 31.20 
Sex (male), n(%) 87.50 57.14 50.00 60.00 
smokers (%) 42.85 57.14 83.33 60.00 
BMI (kg/m2) mean±SD 23.20±3.98 23.80±3.60 26.70±3.87 24.80±2.86 
     
 
Abbreviations: N, total number of patients; n, number of affected patients; corrected 
PANSS, Positive and Negative Syndrome Scale scores are displayed (subtraction of 
minimum scores representing “no symptoms” from the PANSS scores); BMI, body 
mass index; SD, standard deviation. Positive clinical response ⩾ 50% of total 
reduction from PANSS, corrected. 
 
Sample preparation prior to LC-MS 
To enhance the dynamic range for the analyses, 30 µL of blood plasma from 
each donor was immunodepleted of 14 high-abundance proteins (alpha-1-
antitrypsin, A1-acid glycoprotein, serum albumin, alpha2-macroglobulin, 
apolipoprotein A-I, apolipoptrotein A-II, complement C3, fibrinogen 
alpha/beta/gamma, haptoglobin, IgG A, IgG G, IgG M, transthyretin, and 
serotransferrin) using the Hu14 Affinity Removal System (Agilent; Wokingham, UK) 
coupled to a high-performance liquid chromatography system. Unbound effluent 
containing enriched, low-abundance proteins were buffer-exchanged to 50 mM 
ammonium bicarbonate with Vivaspin 6 cartridges (Sartorius). Proteins were reduced 
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with dithiothreitol (100 mM, 30 min, 60C) and alkylated with iodoacetamide (300 
mM, 30 min, room temperature, protected from light). Protein samples from the low-
abundance fraction were digested with trypsin (Promega, Heidelberg, Germany) at 
a ratio of 1:100 (w/w trypsin:protein) overnight at 37°C prior to 2D-nanoUPLC-
HDMSE analyses as described previously (Garcia et al., 2017b). 
 
2D-UPLC-HDMSE analyses 
Peptides were injected into a 2D-RP/RP nanoAcquity UPLC M-Class System 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), coupled online to a Synapt G2-Si mass 
spectrometer (Waters Corporation). Peptides (2.5 µg) were then loaded onto an M-
Class BEH C18 Column (130 Å, 5 µm, 300 µm X 50 mm, Waters Corporation) for 
first-dimension chromatography, which was performed through five discontinuous 
steps of acetonitrile (11%, 14%, 17%, 20%, and 50%) at high-pH fractionation for 10 
min at a flow rate of 2 µL/min. After each step, peptide loads were carried to second-
dimension separation in a nanoACQUITY UPLC HSS T3 Column (1.8 µm, 75 µm X 
150 mm, Waters Corporation, Milford, MA). Peptides trapped in the second 
dimension were eluted with an acetonitrile gradient from 7% to 40% (v/v) over 29 min 
at a flow rate of 0.5L/min, directly into a Synapt G2-Si. 
The mass spectrometer measured samples in MSE mode, acquiring data while 
switching between low and high energy, with no selection window and a continuous 
ion current. The injections were performed by nano-electrospray ionization in positive 
ion mode nanoESI (+) using a NanoLock Spray (Waters Corporation, Manchester, 
UK) ionization source for internal calibration.  
 
Protein identification  
Proteins were identified using dedicated algorithms and were searched 
against the UniProt reviewed human proteomic database (January 2019; 20,402 
entries). For spectral processing and database searching, we used the Progenesis 
QI for Proteomics (QIP) software package with Apex3D, Peptide 3D, and Ion 
Accounting Informatics (Waters Corporation). Progenesis QIP starts with LC-MS 
data loading, 150 counts marked the low-energy threshold, 50 counts for the elevated 
energy threshold, and 750 counts for the intensity threshold. Then, alignment and 
peak detection were performed, which creates a list of peptide ions of interest 
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(hereafter referred to as peptides) that are explored within Peptide Ion Stats by 
multivariate statistical methods. The final step determines protein identity with the 
anion-accounting algorithm within Progenesis QIP (Li et al., 2009). The following 
parameters were considered to identify peptides: 1) digestion by trypsin with at most 
two missed cleavages; 2) variable oxidation (methioine) and fixed modification by 
carbamidomethyl (cysteine); 3) false discovery rate (FDR) less than 1% across all 
conditions (calculated using a reversed database created on-the-fly by Progenesis 
QIP; and 4) a mass error of less than 20 ppm. Identifications that did not satisfy these 
criteria were rejected. Also, as a default parameter, protein grouping was applied, 
which hides proteins containing peptides that are present in other proteins. Peptides 
associated with keratins were removed from our data.  
 
In silico analyses 
To interpret the functional significance of the biological processes in 
differentially expressed proteins, we used DAVID (the Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery – https://david.ncifcrf.gov/) bioinformatics 
resources with the new GO category (GO Direct), considering a p-value less than 
0.05 (Huang et al., 2009).  
We evaluated the biological significance of the enriched proteins in pathway 
analysis using both, Ingenuity Pathways Knowledgebase (IPKB) through the 
algorithm Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems, Qiagen, Redwood, 
CA, United States) (Krämer et al., 2014) to identify over-represented canonical 
pathways associated with the dataset, and the Reactome Knowledgebase (Fabregat 
et al., 2018). We used the IPA regulation Z-score algorithm to identify canonical 
pathways that are expected to be more active or less active. All default software 
parameters were used. The Reactome Knowledgebase (https://reactome.org) is a 
public database that allow network analysis with molecular details of signal 
transduction, transport, DNA replication, metabolism, and other cellular processes in 
a single consistent data model.  
Spearman's rank-correlation coefficients with two tails were calculated to 
assess the associations of protein measures with the severity of clinical symptoms 
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(PANSS). All statistical analyses were performed with the use of GraphPad Prism 
software. We applied a significance threshold of p < 0.05. 
 
 
Results and discussion 
Baseline Analyses 
The proteome profiling study to identify blood plasma  protein signatures in drug 
naïve/drug free schizophrenia patients for response prediction to olanzapine and 
risperidone antipsychotics resulted in 19,945 peptide ions in the olanzapine group and 
14,197 peptide ions in the risperidone group were detected, leading to the The 
proteome profiling study to identify blood plasma  protein signatures in drug naïve/drug 
free schizophrenia patients for response prediction to olanzapine and risperidone 
antipsychotics resulted in 19,945 peptide ions in the olanzapine group and 14,197 
peptide ions in the risperidone group were detected, leading to the identification of 
10,972 and 8,166 peptides, which correspond to 319 and 251 proteins, respectively.  
The quantitative analysis was performed by comparison at baseline (T0) 
between good responders and poor responders for olanzapine and risperidone. 
Leading to identification of 14 proteins with altered levels in olanzapine, and 40 
proteins with altered levels in risperidone, considering ANOVA<0.1 (supplementary 
tables 2 and 3). 
The correlation analysis between PANNS score and demographic data (BMI 
and age) was not statistically significant. Also, analysis of the 40 proteins detected in 
the risperidone baseline group resulted in negative correlations between PANNS 
score and normalized intensities of F5, PCLO, AMBP, LUM, CLU, DMXL2, PRPH2, 
ATRN, CFB, DEFA1, HSPA5, F10, SERPINC1, qsox1, AFM, GGH, KTN1-AS1, ITIH3, 
MBL2, ACTN2 and positive correlation of RBM44 (Table 2). 





r Range P-value   
  Age 0.13 -0.42 - 0.61 0.6381   
  BMI 0.05 -0.48 - 0.56 0.8496   
  F5  -0.75 -0.91 - -0.37 0.0013*   
  PCLO  -0.73 -0.91 - -0.34 0.0019*   
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  AMBP  -0.70 -0.90 - -0.28 0.0037*   
  LUM  -0.66 -0.88 - -0.20 0.0078*   
  CLU  -0.66 -0.88 - -0.20 0.0078*   
  DMXL2  -0.64 -0.87 - -0.18 0.0097*   
  PRPH2  -0.64 -0.87 - -0.17 0.0103*   
  ATRN  -0.62 -0.86 - -0.14 0.0134*   
  CFB  -0.62 -0.86 - -0.14 0.0134*   
  DEFA1  -0.61 -0.86 - -0.13 0.0156*   
  HSPA5  -0.60 -0.85 - -0.11 0.0181*   
  F10  -0.59 -0.85 - -0.10 0.0198*   
  SERPINC1  -0.59 -0.85 - -0.09 0.0218*   
  qsox1  -0.57 -0.84 - -0.07 0.0261*   
  AFM  -0.57 -0.84 - -0.06 0.0272*   
  GGH  -0.56 -0.84 - -0.05 0.0297*   
  KTN1-AS1  0.55 0.04 - 0.83 0.0337*   
  ITIH3  0.54 0.01 - 0.83 0.0396*   
  MBL2  -0.53 -0.82 - -0.00 0.0445*   
  ACTN2  0.51 -0.01 - 0.82 0.0498*   
  C6  -0.50 -0.81 - 0.03 0.0557   
  POTEE  -0.44 -0.79 - 0.11 0.0983   
  RBM44  0.61 0.13 - 0.86 0.0148*   
  IGF2  0.48 -0.06 - 0.80 0.0689   
  CFD  0.50 -0.03 - 0.81 0.0577   
 
ªSpearman’s correlation coeficient was used for correlation analysis between PANSS and 
demographics data and proteins with differential abundance. BMI, body mass index; PANSS, 
positive and negative simptoms scale. 
*p value lesser than 0.05. 
We plotted a volcano chart using a pvalue cutoff of 1 in -log10 scale in y axis to 
demonstrate the statistically most significant proteins in terms of relative abundance 
between good and poor responder groups. Also, up-regulated and down-regulated 
proteins are visualized on right and left side of the blue line, respectivelly (cutoff 
represented as red horizontal line in volcano plots of Fig. 1A, C). Also, we plotted a 
dynamic range chart to feature the nature of the plasma proteome by the abundance 
ranges (Figure 1B, D). 




Figure 2.1 -Data analysis of the olanzapine and risperidone groups. (A, B) Volcano 
plot and dynamic range of quantified proteins from olanzapine and (C, D) risperidone 
groups. 
Label-free mass spectrometry profiling of baseline analyses (T0) revealed that 
the relative abundance of several proteins was different in good responders compared 
to those with a poor outcome. Proteins in our data play roles in 6 and 10 different 
biological processes in the olanzapine and risperidone groups respectively (Figure 2, 
supplementary table 2, 3).  




Figure 2.2- Biological processes (HPRD) comparing olanzapine and risperidone. 
 
Aiming to focus on potential protein signatures of treatment response, instead 
of broad molecular pathways, we performed hierarchical cluster analysis and heatmap 
using all differentially abundant proteins in olanzapine group (n=14) and risperidone 
(n=40), to show the expression changes between good and poor responder to these 
groups (Figure 3 A,B). 
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Figure 2.3 - Hierarchical clustering grouping differentially regulated proteins from 
good and poor responders to (A) olanzapine and (B) risperidone treatment. The 
hierarchical cluster trees highlight relationships in the matrix. GR: good responder, 
PR: poor responder. We applied the default parameters from ClustVis software. 
 
The comparison of the two signatures demonstrate that there is a high-functional 
correlation of the protein profiles of both treatments, the protein metabolism and 
immune system were the major biological processes represented by both, olanzapine 
and risperidone groups, respectively. Some of the proteins with significant differences 
between good and poor responders to olanzapine and risperidone in our data at 
baseline comparison have been previously implicated in schizophrenia (see below). 
 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (Log2FC 0.64) is an RNA-
binding protein and one of the main constituents of the snRNP complex – the main 
component of the splicing operation. Its related functions include DNA replication and 
repair, telomere maintenance, transcription, pre-mRNA splicing, and mRNA nucleo-
cytoplasmic export (He and Smith, 2009). This protein has been found downregulated 
in the postmortem mediodorsal thalamus and upregulated in the anterior temporal lobe 
and corpus callosum from schizophrenia patients compared with control group 
(Martins-de-Souza et al., 2010; Saia-Cereda et al., 2017b). Thus, the altered presence 
in plasma could reflect this disturbance. 
Beta-Ala-His dipeptidase (CNDP1; Log2FC -0.59) is an enzyme that degrades 
the dipeptide carnosine (beta-alanyl-L-histidine), and carnosine and homocarnosine 
have neuroprotective and neurotransmitter functions in the brain (Teufel et al., 2003). 
The CNDP1 gene was found to have high relative importance in one study using 
machine learning to identify genes associated with schizophrenia. Additionally, Beta-
Ala-His dipeptidase was found to give a reliable putative signature for discrimination 
of three neuropsychiatric disorders [major depressive disorder (MDD), bipolar disorder 
(BD), and SCZ) from controls in a proteomics study of cerebrospinal fluid (Maccarrone 
et al., 2013; Trakadis et al., 2019) and was able to distinguish between SCZ and BD 
in the serum proteome (Smirnova et al., 2019). 
Insulin-like growth factors such as IGF2 (Log2FC 1.71) are mostly produced in 
the liver and act as hormones and tissue growth factors to produce ligands and may 
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respond to both locally- and peripherally-produced ligands in the circulation (Pollak, 
2012). Central and peripheral insulin-like peptides (ILPs) execute many functions in 
the brain, such as nutrient sensing and regulate neuronal plasticity to modulate 
adaptive behaviors (Fernandez and Torres-Alemán, 2012). IGF2 contributes to 
presynaptic stabilization and has been previously been found to be differentially 
methylated in populations at risk for schizophrenia, and IGF2 enhancer loss leads to 
altered dopamine levels and synapses (Pidsley et al., 2012; Pai et al., 2019). Also, it 
has been shown that IGF2 affects synaptic plasticity and cognitive functions including 
learning and memory (Chen et al., 2011; Terauchi et al., 2016). 
Piccolo protein (PCLO; Log2FC -0.81) is a presynaptic zinc finger protein 
involved in organization of the presynaptic cytoskeletal protein matrix – the cytomatrix 
at the active zone (CAZ) assembled by scaffolding elements. It has been 
demonstrating that PCLO mRNA and protein levels are upregulated in the amygdala 
of patients with schizophrenia (Fenster et al., 2000; Garner et al., 2000; Weidenhofer 
et al., 2006, 2009). Because of the important role of the CAZ members in brain 
function, the altered levels of these proteins may be related to several reports in the 
literature about dysregulated neurotransmitters in schizophrenia (Weidenhofer et al., 
2006).   
Interestingly, a substantial portion of the proteins identified were unclassified in 
terms of biological processes (10% in olanzapine and 14% in risperidone), and some 
of them have a lack of experimental evidence at the protein level. These novel proteins 
may represent new targets in further studies related to biomarker discovery and 
disease mechanisms. 
Longitudinal Analyses 
In the longitudinal study, after 6 weeks treatment of 26 schizophrenia patients with 
risperidone or olanzapine, 14 patients were classified as good responders according 
to the criteria outlined in the methods section (supplementary table 1). Of these 8 
had been treated with risperidone (RGR) and 6 with olanzapine (OGR). Analysis of 
the blood plasma proteome using 2D-UPLC-HDMSE resulted in identification of 
18,421 peptides ions in the risperidone group and 22,211 peptides ions in the 
olanzapine group leading to identification of 9,802 and 11,919 and peptides, which 
correspond to 376 and 382 proteins, respectively (Figure 4 A, B). The quantitative 
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analysis was performed by comparing treatment (T6) to baseline (T0) proteomes in 
both —GR and PR groups for olanzapine and risperidone. 
 
Figure 2.4- Data analyses from olanzapine and risperidone T6 vsT0 groups. 
Volcano plot of quantified proteins from (A) olanzapine and (B) risperidone groups. 
(C) Venn diagram of differentially regulated proteins in olanzapine and risperidone 
good and poor responders. 
Proteins differentially abundant between the aforementioned groups were 
analyzed for gene ontology related to biological processes and signaling pathways. 
For the GR groups (RGR and OGR), the modulation of inflammatory proteins was the 
most over-represented function. For the PR groups, there were minimal overlaps with 
the GR group in the case of biological processes, and there was only one canonical 
pathway affected in the PR groups with weak statistical power (related to Z-score). 
  88 
 
 
Out of the identified proteins in olanzapine and risperidone treatments, we found 
84 proteins from the OGR group and 53 from the OPR to be differentially regulated 
(Figure 5, Supplementary Tables4, 5). These proteins were mostly involved with 
biological processes such as immune (OGR) and metabolic (OPR) pathways. In the 
case of risperidone, 94 proteins from RGR were differentially regulated and these were 
predominantly associated with the immune system and the 44 altered proteins in RPR 
group were linked to cellular function (Figure 8, Supplementary Tables 6). 
 
 
Figure 2.5- Biological processes (David direct) considering top 10 biological 
process of olanzapine and risperidone T6vsT0 groups. 
 
  89 
 
 
Additionally, the OGR group was found to contain an enrichment of pathways 
(Figure 6, Supplementary Tables 7,8) such as intrinsic prothrombin activation 
[F13A1, F2, F5, KLKB1, SERPINC1], coagulation system/Clotting 
cascade[F13A1, F2, F5, KLKB1, SERPINC1; ↑GP1BA], acute phase response 
signaling [AGT, APOH, C1S, C2, C9, CP, F2, KLKB1, ↑RBP4, 
SERPINA3, ↑SERPINF1,TF], production of nitric oxide and reactive oxygen species 
in macrophages [↑APOA4, APOF, ↑PIK3C2A, ↑PON1, ↑RBP4]and complement 
system [C8G;C6;CFHR2;C1S;C9;F2;CFP;C8A;C2; ↑CFD], decrease of 
activation of LXR/RXR activation in OGR [↑APOA4, ↑PON1, ↑RBP4, ↑SERPINF1, 
AGT, APOF, APOH, C9, TF] and OPR [APOF, SERPINA1, ↑AHSG, ↑APOB, 
↑CD14]. RGR data were functionally annotated for pathways (Figure 6, 
Supplementary Tables 7, 8) and were mostly involved with LXR/RXR activation 
[↑A1BG, ↑AHSG, ↑APOA4, ↑APOH, ↑C3, ↑KNG1, ↑SAA1, ↑SERPINF1, 
↑VTN,APOA2, NFKB1,S100A8, APOF, CD14], decrease of activation of acute 
phase response signaling [↑AHSG, APOA2, ↑APOH, ↑C1R, ↑C1S, ↑C3, C5, CP, 
↑FN1, ↑ITIH2, ITIH3, ↑MBL2, NFKB1, PLG, ↑SAA1, SERPINA3, ↑SERPINF1, 
↑SOS2], production of nitric oxide and reactive oxygen species in macrophages 
[APOA2, ↑APOA4, APOF, NFKB1, S100A8], innate immune system [PRG2; 
PPBP; NFKB1; BST1; MYH2; LRG1; C1QA; SERPINA3; CRISP3; CD44; 
S100A8; CPN1; C5; C8G; C6;  C7; LAMP2; CD14; MASP2; ↑C1QB; 
↑C1S; ↑C1R; ↑A1BG; ↑C3; ↑VTN; ↑MBL2; ↑GSN; ↑AHSG; ↑SAA1; ↑PPIA], neutrophil 
degranulation [SERPINA3; ↑GSN; ↑AHSG;CRISP3; PRG2; ↑A1BG; PPBP; 
NFKB1; CPN1; ↑C3; BST1; LRG1; LAMP2; CD14; ↑PPIA; CD44; S100A8] 
and complement system [C1QA; SERPINA3; CRISP3; CPN1; C5; C8G; 
C6;C7; LAMP2; CD14; PRG2; PPBP; NFKB1; BST1; MYH2; LRG1; 
MASP2; CD44; S100A8; ↑A1BG; ↑C1QB; ↑C1S; ↑C1R; ↑C3; ↑MBL2; ↑GSN; 
↑AHSG; ↑PPIA; ↑SAA1; ↑VTN]. 
 




Figure 2.6- Pathway analyses of proteins differentially abundant between T6 versus 
T0, from GR and PR risperidone and olanzapine groups. Canonical pathway from (A) 
IPA and (B) Reactome (B) analysis. 
 
Common canonical pathway between risperidone and olanzapine treatments 
Acute Phase Response Signaling 
The acute phase response proteins in our data suggest a reduction of activation of 
the acute phase response signaling canonical pathway in the OGR and RGR groups. 
GWAS studies point to some immune system genes associated with a higher risk for 
schizophrenia, such as the major histocompatibility complex/human leukocyte antigen 
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MHC/HLA and complement C4 loci (Corvin and Morris, 2014; Sekar et al., 2016; 
Stefansson et al., 2009; Sullivan et al., 2018). MHC/HLA plays a role in coding proteins 
to bind to antigens on the cell surface, meaning that any alteration in this complex may 
increase the risk of developing a disease with an immune component (Sekar et al., 
2016). Brain imaging data and mRNA expression in blood of co-twins SCZ and 
controls showed altered levels of mRNA in C5 associated with cortical thickness in 
frontal cortex (Allswede et al., 2018). Consistent evidence suggests that circulating 
proteins from the immune system, including the acute phase response signaling 
pathway (e.g.,C-reactive protein), are altered in first episode psychosis (FEP) as well 
as in individuals with a high risk for psychosis (Chan et al., 2015; Fernandes et al., 
2016; Miller et al., 2011; Perkins et al., 2015). Meanwhile, the disruption of these 
pathways is known to have effects on mood, emotional responses, and cognitive 
processes via a disrupted permeability of the blood-brain barrier, affecting brain cells 
(Marin and Kipnis, 2016; Weber et al., 2016). In addition, a relationship between 
atypical antipsychotics and an anti-inflammatory effect has been strengthened by 
other studies (Çakici et al., 2019; Kato et al., 2007; Steiner et al., 2019; Sugino et al., 
2009). 
Among the acute phase response signaling proteins, renin angiotensinogen system 
(RAS) molecules play an important role in cardiovascular homeostasis and cognition 
improvement. Centrally, angiotensinogen, mostly produced by astrocytes, is secreted 
and converted to its active form (Jackson et al., 2018). It was observed that the 
increase in RAS levels is related to oxidative stress, endothelial dysfunction and 
inflammation (Mentz et al., 2013). Recent studies suggest that inhibition of RAS may 
improve cognitive deficits observed in several neurodegenerative disorders (Hamel et 
al., 2016; Perez-Lloret et al., 2017). In schizophrenia the angiotensinogen risk allele 
AGT M268T has been found to be altered in whole blood compared to control subjects 
and is associated with cardiometabolic disorders and cognitive deficits (Ward et al., 
2017). Also, another study showed a high level of phosphorylated angiotensinogen in 
blood serum of schizophrenia patients compared with heathy individuals (Jaros et al., 
2012b). In our study this protein was decreased in the group of good responders to 
olanzapine. 
Alpha-1 antichimotrypsin is another protein related to acute phase response 
signaling pathway, that was founded downregulated in the RGR and OGR groups. 
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This protein is synthesized in various tissues such as hepatocytes, heart and neuronal 
cells and has been suggested to contribute to inhibit inflammation by regulation 
of cathepsin G (released at the site of inflammation, where it activates pro-
inflammatory cytokines and receptors) (Baker et al., 2007). In addition, several studies 
of animal models and human postmortem brains and blood of schizophrenia patients 
have consistently identified Alpha-1 antichimotrypsin as being increased compared to 
control subjects (Fung et al., 2014; Martins-de-Souza et al., 2009; Purves-Tyson et 
al., 2019; Trépanier et al., 2016; Zhang et al., 2016). A recent plasma proteome study 
of patients with schizophrenia showed a decrease in this protein following the use of 
atypical antipsychotics (Martins-de-Souza et al., 2015b), corroborating our findings 
which also suggest that the decrease in this protein is modulated by antipsychotics. 
In line with the above evidence, clinical studies have found that the adjunct 
administration of an antipsychotic with anti-inflammatory drugs reduces the 
psychopathologic symptoms of schizophrenia (Laan et al., 2010; Müller et al., 2004; 
Sommer et al., 2014). In agreement with the literature, our data suggest a positive 
effect of olanzapine and risperidone in modulating this pathway. 
 
Production of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) in macrophages  
The production of NO and ROS in the macrophage canonical pathway was 
modulated only by OGR and RGR groups in our data, and these were regulated in 
different directions. This may suggest a distinct mechanism of action for olanzapine, 
compared with risperidone. NO and ROS are part of crucial processes in the 
prevention of microorganismal infections and are a source of free radicals, which have 
been shown to play a role in the pathophysiology of schizophrenia and many other 
diseases. Accumulating evidence suggests an increasing possibility of oxidative stress 
and damage to the brain through the action of these molecules to induce cellular 
metabolic stress (Mahadik et al., 2006; Reddy and Yao, 1996). Elevated levels of lipid 
peroxidation impair the antioxidant defenses in FEP and furthermore, the levels of this 
molecule have been found to be reduced after treatment with atypical antipsychotics, 
improving oxidative damage markers (Dakhale et al., 2004; Jordan et al., 2018; 
Trakadis et al., 2019). Some antipsychotics, such as olanzapine and risperidone, 
inhibit the production of pro-inflammatory cytokines, indicating anti-inflammatory 
properties of these compounds (Sugino et al., 2009). In addition, some clinical trials 
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have shown antioxidant treatment to be effective in improving the symptoms of 
schizophrenia (Arvindakshan et al., 2003; Dakhale et al., 2005; Klauser et al., 2018; 
Lavoie et al., 2008).  
Complement System 
In our study we observed several complement system proteins, mostly 
downregulated, in olanzapine and risperidone good responder groups. 
Complement system proteins are expressed in both the periphery and central nervous 
system, where they play an important role in neurogenesis, synaptic pruning and 
neuronal migration (Stevens et al., 2007). Also, this pathway has three main functions 
in the immune system: i) opsonization of strange molecules, bacteria or damaged 
cells; ii) increased inflammatory response through short peptides called 
anaphylatoxins (C3a, C4a and C5a); and iii) lysis of pathogenic microorganisms 
through the formation of a pore in the lipid membrane (Druart and Le Magueresse, 
2019). The indirect activation of complement from periphery, in pathological 
conditions, may contribute to inflammatory processes through both, production of 
cytokines that cross the blood-brain barrier and the disrupted permeability of the BBB, 
which allows peripheral complement to enter the brain (Asano et al., 2017).  Also, the 
complement proteins in the periphery can protect the brain against pathogen damage 
(Mehlhop et al., 2005). Several complement proteins have been associated with 
inflammatory and neurodegenerative disease, such as increased levels of C1q, C2 
and C4b in West Nile virus (Vasek et al., 2016) and C1q, C3, C4 and C9 in Alzheimer 
disease (Litvinchuk et al., 2018). Also, in schizophrenia the most affected complement 
protein is C4 and this is suggested to play a role in synaptic pruning (Sekar et al., 
2016).  
LXR/RXR activation 
Our data show a suggestive activation of the LXR/RXR pathway in RGR and 
decreased activation in OGR and OPR groups. The permissive heterodimers formed 
by the nuclear receptors - liver X receptors (LXRs) and retinoid X receptor (RXR) - 
play an important role in the regulation of lipid metabolism and have been found to 
modulate the immune and inflammatory responses in macrophages (Zelcer and 
Tontonoz, 2006). Cholesterol is a crucial molecule for neuronal development, 
synaptogenesis, learning and memory, and dysregulation of its metabolism can lead 
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to various neurodegenerative disorders (Hascalovici et al., 2014). Several studies and 
clinical trials have suggested potential targets for the RXR system with positive effects 
on neurodegeneration and schizophrenia symptoms (Goodman, 1998; Jaros et al., 
2012a; Lerner et al., 2008, 2013; Nyon Nam et al., 2016; Sharma, 2005). 
A growing body of evidence has recently suggested that the activation of 
nuclear receptors, such as LXR and RXR, improves amyloid pathology by suppressing 
expression of pro-inflammatory genes in several mouse models for Alzheimer’s 
disease (Mandrekar-Colucci et al., 2012; Mariani et al., 2017; Zelcer et al., 2007). 
RXRB is decreased in schizophrenia, and the genetic locus of RXRB (6p21.3) has 
also been linked to schizophrenia. Also, RXRG mRNA levels have been found to be 
decreased in females with schizophrenia (Corley et al., 2016; Goodman, 1998). 
LXR/RXR activation proteins were found to be altered in network analyses of 
brains with dysfunction of cortical muscarinic M1 receptors and in blood serum/plasma 
from patients with SCZ and MDD (Jia et al., 2011; Levin et al., 2010; Li et al., 2012b; 
Sabherwal et al., 2016; Scarr et al., 2018).  
Since SCZ has an inflammatory component and metabolic dysfunction, it is 
plausible that the activation of the LXR/RXR pathway can play an important role in this 
disorder. Because of the complex mechanism of action of this pathway, it will be 
necessary to demonstrate in further studies how the modulation of peripheral lipid 
metabolism and inflammation can be orchestrated by antipsychotics via these nuclear 
receptors, and whether or not this pathway is associated with the therapeutic effect. 
 
Unique pathways in olanzapine 
Coagulation system and intrinsic prothrombin activation pathway 
Changes in proteins from the coagulation system and intrinsic prothrombin 
activation canonical pathways were observed in our data, which are predicted to be 
less activated in OGR, and which might be a potential therapeutic effect of the 
medication. Blood coagulation involves precursor enzyme reactions that result in a 
cascade of processes, starting with tissue damage, the activation of tissue factor, and 
ultimately results in the cleavage of fibrinogen to produce fibrin and the polymerization 
of fibrin. This causes a limitation of blood flow, which can lead to several medical 
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conditions including myocardial infarction. It is becoming more plausible that 
coagulation factors are not only involved in the blood coagulation cascade, but also in 
processes such as the regulation of myelination and inflammation after brain injury 
(Fenster et al., 2000; Petersen et al., 2017; Ryu and Mclarnon, 2009). Also, there has 
been an increase in evidence that points to a disruption of coagulation proteins in 
psychiatric disorders, which have been found to have poor anticoagulation control and 
prominent phosphorylation differences of multiple proteins in this pathway when 
compared to controls (Jaros et al., 2012a). This highlights the possible benefits of the 
chronic use of warfarin treatment for deep-vein thrombosis in schizophrenia patients 
for reduction of psychotic symptoms (Hoirisch-Clapauch et al., 2016; Paradise et al., 
2014).  
Unique pathways associated with risperidone treatment 
Innate immune system and neutrophil degranulation 
Changes in proteins from the Innate immune system and neutrophil 
degranulation pathways were observed in our data. The innate immune system is the 
first line of defense against pathogen infections. In schizophrenia the principal altered 
molecules are related to mononuclear phagocyte system that involve monocyte and 
microglia activation. Blood-brain barrier dysfunction may lead to the infiltration of 
monocyte cells through the brain, along with proinflammatory cytokines and 
antineuronal antibodies (Pollak et al., 2018). 
A cross-sectional study comparing magnetic resonance imaging and blood 
analysis found an association between reduced brain gray matter and increased levels 
of neutrophil granulocytes in first episode psychosis compared with heathy controls 
(Núñez et al., 2019). Recently, alterations in molecules and cells from the innate 
immune system, such as high levels of C-reactive protein, neutrophils and monocytes 
and low levels of eosinophils has been suggested as markers consistent with the 
immune hypothesis of psychosis in schizophrenia. This was reinforced by the 
correlation of some of these molecules with higher PANSS-P scores at baseline in a 
recent study which also found that neutrophil counts were found to be principally 
induced by olanzapine treatment (Steiner et al., 2019). 
Conclusion 
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This exploratory, longitudinal profiling study of blood plasma samples from patients 
with paranoid schizophrenia provided evidence of significant changes in protein levels 
mostly related to the immune and inflammatory systems in response to antipsychotic 
treatment. The study also led to identification of a panel of differentially abundant 
proteins that may be associated with a positive outcome for olanzapine and 
risperidone treatments in patients with schizophrenia before treatment. By analyzing 
the plasma from peripheral blood using 2D-UPLC-HDMSE of those patients who 
exhibited a good or poor outcome to those atypical antipsychotics, prior to medication, 
we were able to find potential signatures to predict this efficiency. The altered levels 
of some proteins are known to be involved in the pathophysiology of schizophrenia. 
This is an initial study and if confirmed in a larger cohort, the panel of proteins might 
become a signature used to predict a positive outcome in early schizophrenia 
diagnosis. This could help to prevent progression of the disorder by improving 
treatment options, thereby improving the quality of life of patients and reducing hospital 
costs. 
Of note, the analyses were performed with a number of potential confounding 
factors, including baseline symptom severity, age, gender, BMI and smoking. In 
addition, the identified associations were significant without correcting for covariates, 
with low sample sizes and no direct validation apart from the pathway enrichment 
analyses. Because of the exploratory characteristic of our study, further analyses 
focused on these pathways will be necessary to unravel the specific mechanism(s) 
modulated by these antipsychotics. 
Despite the study limitations discussed, this is one of the first studies to identify 
differential enrichment of these pathways in good responders to the olanzapine and 
risperidone treatments, suggesting a role in the therapeutic effects of these 
medications. These proteins were mainly associated with acute phase response 
signaling, the coagulation system, intrinsic prothrombin activation, production of NO 
and ROS in macrophages, and LXR/RXR activation pathways. Considering this as 
novel information on the specific proteins involved, and with partial validation of the 
findings achieved through pathway enrichemtn analysis, these studies could lead to 
identification of new targets and co-treatments might be considered to treat the 
disease.  Our findings reinforce the concept that the immune component, which has 
been already suggested to be associated with the pathophysiology of SCZ, can be 
modulated by atypical antipsychotics. This continues to be a target for the study of 
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peripheral signaling modulated by antipsychotics in order to better understand their 
biological mechanisms and also to develop a potential panel of surrogate protein 
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*Good response (GR) was defined as a ≥50% reduction of the corrected PANSS score. Poor response (PR) did not attain this 
reduction. 
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Table S2.2-Differentially abundant proteins in response to olanzapine between responders and non-responders at baseline. 
 
Accession Gene ID Description Peptidecount Uniquepeptides ANOVA log2 (Fold change) 
GR/PR UniProtKB status Molecular Class Molecular Function Biologicalproccess 
Q92954 PRG4 Proteoglycan 4  1 1 0.0441 1.2166 Experimental evidence at protein 
level Celljunctionprotein Celladhesionmoleculeactivity Cell growth and/or maintenance 
P07737 PFN1 Profilin-1  7 5 0.0981 0.9742 Experimental evidence at protein 
level Cytoskeletalassociatedprotein Cytoskeletalproteinbinding Cell growth and/or maintenance 
P20742 PZP Pregnancy zone protein 54 43 0.0316 0.9649 Experimental evidence at protein 
level Protease inhibitor Protease inhibitoractivity Proteinmetabolism 
P22626 HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
A2/B1  
2 2 0.0597 0.6456 Experimental evidence at protein 
level Ribonucleoprotein Transcriptionfactorbinding 
Regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide 
and nucleic acid metabolism 
P19827 ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1  140 114 0.0818 -0.2177 Experimental evidence at protein 
level Protease inhibitor Protease inhibitoractivity Proteinmetabolism 
P06681 C2 Complement C2  99 83 0.0505 -0.2734 Experimental evidence at protein 
level Complementprotein Complementactivity Immune response 
P41222 PTGDS Prostaglandin-H2 D-isomerase 3 3 0.0421 -0.3793 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Ligase Ligaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
Q9UHR6 ZNHIT2 Zinc finger HIT domain-containing protein 2  5 3 0.0987 -0.4607 Experimental evidence at protein 
level Unclassified Unknown Unknown 
P01008 SERPINC1 Antithrombin-III  182 169 0.0322 -0.4820 Experimental evidence at protein 
level Protease inhibitor Protease inhibitoractivity Proteinmetabolism 
Q96KN2 CNDP1 Beta-Ala-His dipeptidase 32 22 0.0929 -0.5906 Experimental evidence at protein 
level Metallo protease Metallopeptidaseactivity Proteinmetabolism 
P81605 DCD Dermcidin 6 6 0.0535 -0.5995 Experimental evidence at protein 
level Secretedpolypeptide Unknown Immune response 
P16070 CD44 CD44 antigen 8 8 0.0535 -0.6532 Experimental evidence at protein 
level Cellsurface receptor Receptor activity Cell communication; Signaltransduction 
Q6ZSK4 NTM-AS1 Putative uncharacterized protein NTM-AS1  1 1 0.0201 -0.7745 Proteinuncertain Unclassified Unknown Unknown 
Q9BRX2 PELO Protein pelota homolog 2 1 0.0251 -1.2654 Experimental evidence at protein 
level Cellcyclecontrolprotein Unknown Cell communication; Signaltransduction 
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Table S2.3 - Differentially abundant proteins in response to risperidone between 
responders and non-responders at baseline. 
 
Accession Gene ID Description Peptidecount Uniquepeptides ANOVA Log2(Fold Change) 
GR/PR UniProtKB status Molecular Class Molecular Function Biologicalproccess 
Q99467 CD180 CD180 antigen 2 1 0.0889 3.2987 Experimental evidence at protein 
level B cellantigen receptor B cell receptor activity Immune response 
P01344 IGF2 Insulin-like growth factor II  3 1 0.0061 1.7140 Experimental evidence at protein 
level Growthfactor Growthfactoractivity 
Cell 
communication; Signaltransduction 
Q86SY8 KTN1-AS1 Putative uncharacterized protein KTN1-
AS1  
1 1 0.0363 1.5132 Proteinuncertain - - - 
Q6ZP01 RBM44 RNA-bindingprotein 44  3 2 0.0162 1.1411 Experimental evidence at 
transcript level Unclassified Unknown Unknown 
Q9P2J5 LARS Leucine--tRNAligase_ cytoplasmic 3 2 0.0065 1.0955 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Ligase Ligaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
P08571 CD14 Monocytedifferentiationantigen CD14  6 5 0.0260 0.8349 Experimental evidence at protein 
level Cellsurface receptor Receptor activity Immune response 
Q9BYX7 POTEKP Putative beta-actin-like protein 3  5 1 0.0562 0.7734 Proteinuncertain Unclassified Unknown Unknown 
P07996 THBS1 Thrombospondin-1  18 15 0.0959 0.5066 Experimental evidence at protein 
level Extracellularmatrixprotein Extracellularmatrixstructuralconstituent Cell growth and/or maintenance 
Q06033 ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H3  
59 56 0.0250 0.4931 Experimental evidence at protein 
level Protease inhibitor Protease inhibitoractivity Proteinmetabolism 
P21333 FLNA Filamin-A 19 15 0.0833 0.4652 Experimental evidence at protein 
level Anchorprotein Cytoskeletalanchoringactivity Cell growth and/or maintenance 
P01266 TG Thyroglobulin 8 4 0.0797 0.4433 Experimental evidence at protein 
level Ligand Receptor binding 
Cell 
communication; Signaltransduction 
P35609 ACTN2 Alpha-actinin-2  11 4 0.0341 0.4326 Experimental evidence at protein 
level Cytoskeletalassociatedprotein Cytoskeletalproteinbinding Cell growth and/or maintenance 
Q9BXR6 CFHR5 Complement factor H-related protein 5  8 8 0.0778 0.3901 Experimental evidence at protein 
level Secretedpolypeptide Complementbinding 
Immune 
response; Complementactivation 
P00746 CFD Complementfactor D  11 9 0.0520 0.3786 Experimental evidence at protein 
level Serine protease Serine-type peptidase activity Immune response 
P12259 F5 Coagulationfactor V  14 11 0.0595 -0.2541 Experimental evidence at protein 
level Coagulationfactor Metal ionbinding Proteinmetabolism 
P02749 APOH Beta-2-glycoprotein 1  77 74 0.0839 -0.2626 Experimental evidence at protein 
level Transport/cargo protein Transporteractivity Transport 
P08185 SERPINA6 Corticosteroid-bindingglobulin 24 23 0.0926 -0.2726 Experimental evidence at protein 
level Transport/cargo protein Transporteractivity Transport 
O95497 VNN1 Pantetheinase 4 4 0.0707 -0.3243 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Hydrolase Hydrolaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
P13671 C6 Complementcomponent C6  79 73 0.0321 -0.3318 Experimental evidence at protein 
level Complementprotein Complementactivity Immune response 
P01008 SERPINC1 Antithrombin-III  162 150 0.0191 -0.3791 Experimental evidence at protein 
level Protease inhibitor Protease inhibitoractivity Proteinmetabolism 
Q92820 GGH Gamma-glutamylhydrolase 2 1 0.0073 -0.3950 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Hydrolase Hydrolaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
P02760 AMBP Protein AMBP  69 64 0.0072 -0.4061 Experimental evidence at protein 
level Secretedpolypeptide Defense/immunityproteinactivity Immune response 
P27169 PON1 Serumparaoxonase/arylesterase 1  15 14 0.0428 -0.4417 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Esterase Hydrolaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
P43652 AFM Afamin 94 87 0.0118 -0.4467 Experimental evidence at protein 
level Structuralprotein Structuralmoleculeactivity Cell growth and/or maintenance 
P00751 CFB Complementfactor B  165 158 0.0024 -0.4492 Experimental evidence at protein 
level Complementprotein Complementactivity Immune response 
O75882 ATRN Attractin 49 38 0.0729 -0.4710 Experimental evidence at protein 
level Defensin Defense/immunityproteinactivity Immune response 
Q6S8J3 POTEE POTE ankyrin domain family member E  13 5 0.0672 -0.4966 Experimental evidence at 
transcript level Unclassified Unknown Unknown 
P00742 F10 Coagulationfactor X  36 30 0.0012 -0.5126 Experimental evidence at protein 
level Coagulationfactor Peptidase activity Proteinmetabolism 
P11021 HSPA5 EndoplasmicreticulumchaperoneBiP 8 6 0.0284 -0.5460 Experimental evidence at protein 
level Chaperone Chaperoneactivity Proteinmetabolism 
P51884 LUM Lumican 28 26 0.0034 -0.5618 Experimental evidence at protein 
level Extracellularmatrixprotein Extracellularmatrixstructuralconstituent Cell growth and/or maintenance 
O00391 qsox1 Sulfhydryl oxidase 1  18 17 0.0136 -0.5633 Experimental evidence at protein 
level Cellcyclecontrolprotein Unknown Regulationofcellcycle 
P10909 CLU Clusterin 57 52 0.0221 -0.5696 Experimental evidence at protein 
level Complementprotein Complementactivity Immune response 
Q92954 PRG4 Proteoglycan 4  2 2 0.0946 -0.5908 Experimental evidence at protein 
level Celljunctionprotein Celladhesionmoleculeactivity Cell growth and/or maintenance 
P59665 DEFA1 Neutrophildefensin 1  2 2 0.0127 -0.6461 Experimental evidence at protein 
level Defensin Defense/immunityproteinactivity Immune response 
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P11226 MBL2 Mannose-bindingprotein C  5 5 0.0883 -0.7215 Experimental evidence at protein 
level Transport/cargo protein Transporteractivity Immune response 
Q9Y6V0 PCLO Proteinpiccolo 8 5 0.0034 -0.8142 Experimental evidence at protein 
level Cytoskeletalprotein Structuralconstituentofcytoskeleton Synapticvesicletransport 
Q8NET6 CHST13 Carbohydratesulfotransferase 13  3 2 0.0925 -0.9233 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Sulphotransferase Sulfotransferaseactivity Metabolism ; Energy pathways 
Q92794 KAT6A Histoneacetyltransferase KAT6A  4 3 0.0298 -1.0357 Experimental evidence at protein 
level Enzyme: Acyltransferase Acyltransferaseactivity 
Regulation of nucleobase, nucleoside, 
nucleotide and nucleic acid 
metabolism; Cell growth and/or 
maintenance 
Q8TDJ6 DMXL2 DmX-likeprotein 2  3 2 0.0413 -1.1691 Experimental evidence at protein 
level Structuralprotein Structuralmoleculeactivity Cell growth and/or maintenance 
P23942 PRPH2 Peripherin-2  2 1 0.0032 -1.2399 Experimental evidence at protein 






Table S2.4- Differentially abundant proteins in good responders and poor responders before and after 6 weeks of olanzapine treatment 
 
Olanzapinegoodresponders (OGR) Olanzapinepoorresponders (OPR) 




















P82930 MRPS34 28S ribosomalprotein S34_ mitochondrial 4 3 0.0211 -0.5248 P58397 adamts12 
A disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 12  
6 3 0.0333 -0.5719 
Q6ZQY3 GADL1 Acidic amino aciddecarboxylase GADL1  7 5 0.0264 0.1945 Q6ZQY3 GADL1 Acidic amino aciddecarboxylase GADL1 7 5 0.0195 -0.3766 
Q15848 ADIPOQ Adiponectin 14 10 0.0076 -0.6419 Q15848 ADIPOQ Adiponectin 14 10 0.0878 -0.7236 
P01011 SERPINA3 Alpha-1-antichymotrypsin] 156 135 0.0449 -0.3224 Q10588 BST1 
ADP-ribosylcyclase/cyclic ADP-ribose 
hydrolase 2  
2 1 0.0719 0.9372 
P15144 ANPEP Aminopeptidase N 13 11 0.0659 -0.1266 P01009 serpina1 Alpha-1-antitrypsin 3 3 0.0833 -2.6207 
Q9UJX4 ANAPC5 Anaphase-promotingcomplexsubunit 5  5 3 0.0104 -0.2990 P02765 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein  106 93 0.0161 0.3597 
P01019 AGT Angiotensinogen 101 88 0.0782 -0.6907 Q8N957 ANKFN1 
Ankyrin repeat and fibronectin type-III 
domain-containing protein 1 
2 1 0.0664 -0.4587 
Q01484 ANK2 Ankyrin-2 20 13 0.0803 -0.1411 Q8IVF6 
ANKRD18
A 
Ankyrin repeat domain-containing protein 
18A  




Antithrombin-III   168 159 0.0626 -0.1594 P01008 
SERPINC
1 
Antithrombin-III  168 159 0.0346 -0.3361 
P06727 APOA4 Apolipoprotein A-IV 138 111 0.0073 0.9327 P04114 APOB Apolipoprotein B-100  529 454 0.0083 0.2529 
Q13790 APOF Apolipoprotein F 3 3 0.0849 -3.5517 Q13790 APOF Apolipoprotein F  3 3 0.0166 -2.0952 
O75882 ATRN Attractin 85 67 0.0095 -0.2856 Q9GZS9 CHST5 Carbohydratesulfotransferase 5  2 2 0.0741 -0.4569 
P02749 APOH Beta-2-glycoprotein 1 118 102 0.0255 -0.1934 P00450 CP Ceruloplasmin 325 300 0.0843 -0.2467 
Q9GZS9 CHST5 Carbohydratesulfotransferase 5 2 2 0.0362 -0.2028 P06276 BCHE Cholinesterase 37 28 0.0859 0.7985 
O43866 CD5L CD5 antigen-like 24 19 0.0157 0.4009 P00740 F9 Coagulationfactor IX 37 29 0.0497 -0.1691 
P49454 CENPF Centromereprotein F  22 19 0.0360 -0.2501 Q8N5R6 CCDC33 Coiled-coil domain-containing protein 33  5 2 0.0996 -0.2465 
P00450 CP Ceruloplasmin 325 300 0.0571 -0.3955 P06681  Complement C2  108 99 0.0902 -0.2720 
Q8NHU2 cfap61 Cilia- and flagella-associated protein 61  6 3 0.0428 0.3014 P00746 CFD Complementfactor D  16 14 0.0870 0.2593 
P12259 F5 Coagulationfactor V 5 4 0.0220 -0.4301 Q96RT6 CTAGE1 cTAGEfamilymember 2  3 2 0.0084 -0.1986 
P00488 F13A1 Coagulation factor XIII A chain  22 19 0.0251 -0.3289 Q6UX07 DHRS13 
Dehydrogenase/reductase SDR family 
member 13  
2 2 0.0491 -0.3092 
Q8N5R6 CCDC33 Coiled-coil domain-containing protein 33  5 2 0.0665 -0.6028 Q86UX7 FERMT3 Fermitinfamilyhomolog 3  3 3 0.0229 2.0012 
P09871 C1S Complement C1s subcomponent 80 72 0.0550 -0.0974 Q08380 
LGALS3B
P 
Galectin-3-bindingprotein 4 4 0.0835 -0.4857 
P06681 C2 Complement C2  108 99 0.0674 -0.2410 O95479 H6PD 
GDH/6PGL endoplasmic bifunctional 
protein  
4 2 0.0922 -0.3980 
P13671 C6 Complementcomponent C6  122 105 0.0060 -0.3346 P01834 igkc Immunoglobulinkappaconstant 2 2 0.0425 -3.2042 
P07357 C8A Complement component C8 alpha chain  76 65 0.0176 -0.2885 P19827 ITIH1 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H1  
142 119 0.0921 -0.1711 
P07360 C8G Complement component C8 gamma chain  30 25 0.0211 -0.3740 P29622 
SERPINA
4 
Kallistatin 53 44 0.0273 0.3832 
P02748 C9 Complementcomponent C9  95 76 0.0177 -0.3817 P07195 LDHB L-lactatedehydrogenase B chain 4 3 0.0761 -0.4174 
P00746 CFD Complementfactor D  16 14 0.0888 0.2252 P51884 LUM Lumican 46 35 0.0411 0.2280 
P36980 CFHR2 Complement factor H-related protein 2  27 17 0.0634 -0.2276 O00187 MASP2 Mannan-binding lectin serine protease 2  5 4 0.0670 0.5133 
Q8TD57 DNAH3 Dynein heavy chain 3_ axonemal 11 7 0.0246 -0.3632 P08571 CD14 Monocytedifferentiationantigen CD14  8 6 0.0553 0.3321 
O94874 UFL1 E3 UFM1-protein ligase 1  4 1 0.0155 -0.5676 Q9UKX2 MYH2 Myosin Heavy Chain 2 29 11 0.0385 -0.4370 
Q6IA86 ELP2 Elongatorcomplexprotein 2  4 1 0.0359 1.4706 Q6UXB8 PI16 Peptidase inhibitor 16  7 3 0.0218 0.3813 
Q16610 ECM1 Extracellularmatrixprotein 1 33 27 0.0214 -0.4550 Q92508 PIEZO1 Piezo-typemechan 5 2 0.0349 -0.3274 
Q9UH90 FBXO40 F-box onlyprotein 40 8 5 0.0296 -0.2343 A5A3E0 Potef POTE ankyrin domain family member F  32 1 0.0006 0.3836 
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Q9UGM5 FETUB Fetuin-B  22 16 0.0826 0.3225 P20742 PZP Pregnancy zone protein 56 45 0.0877 -0.5207 
Q96M96 FGD4 FYVE_ RhoGEF and PH domain-containing protein 4  15 8 0.0069 0.6922 Q5JWR5 DOPEY1 Protein dopey-1  7 5 0.0543 0.4268 
O95479 H6PD GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein  4 2 0.0114 -0.4731 Q8TF72 
SHROOM
3 
Protein Shroom3  6 4 0.0385 0.3702 
P22352 GPX3 Glutathioneperoxidase 3  20 15 0.0067 -0.2803 Q15633 TARBP2 RISC-loading complex subunit TARBP2  2 1 0.0022 -0.4684 
Q04756 HGFAC Hepatocytegrowthfactoractivator 28 20 0.0174 0.4959 Q13535 ATR Serine/threonine-protein kinase ATR  11 7 0.0386 0.2764 
P35858 IGFALS 
Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile 
subunit  
60 49 0.0097 -0.1040 O14757 CHEK1 Serine/threonine-protein kinase Chk1  2 1 0.0213 0.5200 
P02750 LRG1 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein  46 44 0.0734 -0.4999 P04278 SHBG Sex hormone-bindingglobulin 23 19 0.0457 -0.7029 
Q9Y608 LRRFIP2 Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2  13 9 0.0266 0.3014 Q9H299 
SH3BGRL
3 
SH3 domain-binding glutamic acid-rich-
like protein 3  
3 2 0.0083 0.5168 
P51884 LUM Lumican 46 35 0.0017 0.5294 Q9Y5W7 SNX14 Sorting nexin-14  4 2 0.0890 0.5075 
Q99542 MMP19 Matrix metalloproteinase-19  4 2 0.0930 0.3120 Q9C093 SPEF2 Spermflagellarprotein 2  22 13 0.0752 -0.2769 
Q96PC5 mia2 Melanoma inhibitoryactivityprotein 2  5 2 0.0502 -0.2929 Q15772 SPEG 
Striated muscle preferentially expressed 
protein kinase  
15 8 0.0612 -0.6276 
O43683 BUB1 Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1  3 2 0.0840 0.2354 Q8N4C7 STX19 Syntaxin-19  4 3 0.0990 0.2153 
P19404 NDUFV2 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2_ 
mitochondrial 
1 1 0.0788 0.2327 Q5VV42 CDKAL1 Threonylcarbamoyladen 2 2 0.0264 -0.4374 
Q96CV9 OPTN Optineurin 7 5 0.0173 0.5121 P04066 FUCA1 Tissue alpha-L-fuc 1 1 0.0430 0.2876 
Q6UXB8 PI16 Peptidase inhibitor 16  7 3 0.0007 0.8652 Q15582 TGFBI 
Transforming growth factor-beta-induced 
protein ig-h3  
4 3 0.0744 0.4584 
O00443 PIK3C2A 
Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-
containing subunit alpha 
3 1 0.0328 0.7795 P06753 TPM3 Tropomyosin 3 4 2 0.0488 0.3861 
P36955 SERPINF1 Pigmentepithelium-derivedfactor 92 87 0.0038 0.3036 Q9P2H5 USP35 Ubiquitincarboxyl-terminal hydrolase 35  8 4 0.0619 -0.1946 
P03952 KLKB1 Plasma kallikrein 88 72 0.0023 -0.1322 P19320 VCAM1 Vascular celladhesionprotein 1  14 11 0.0620 0.3501 
P07359 GP1BA Platelet glycoprotein Ib alpha chain  5 4 0.0656 0.1713 Q9UIW0 VAX2 Ventral anterior homeobox 2  4 1 0.0832 0.7621 
Q6UX71 plxdc2 Plexindomain-containingprotein 2  2 1 0.0492 1.5225               
Q15113 PCOLCE Procollagen C-endopeptidaseenhancer 1  1 1 0.0017 1.2279               
P07737 PFN1 Profilin-1  7 6 0.0859 -1.1639               
Q8IZL8 pelp1 Proline-_ glutamic acid- and leucine-rich protein 1  3 2 0.0075 0.4200               
P27918 CFP Properdin 25 18 0.0305 -0.2468               
P41222 PTGDS Prostaglandin-H2 D-isomerase 3 3 0.0033 0.6822               
P56704 WNT3A Protein Wnt-3a  2 2 0.0421 0.4550               
P00734 F2 Prothrombin 196 165 0.0744 -0.3314               
Q13127 REST RE1-silencing transcriptionfactor 5 2 0.0092 -0.5123               
Q15262 PTPRK Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa  9 4 0.0192 0.5324               
P02753 RBP4 Retinol-bindingprotein 4  46 38 0.0328 0.4209               
O75116 ROCK2 Rho-associatedproteinkinase 2  5 3 0.0293 0.3594               
P49908 SELENOP Selenoprotein P  19 16 0.0040 0.5234               
Q9BXU1 STK31 Serine/threonine-proteinkinase 31  7 3 0.0289 -0.5853               
Q13535 ATR Serine/threonine-protein kinase ATR  11 7 0.0167 -0.1914               
O14757 CHEK1 Serine/threonine-protein kinase Chk1 2 1 0.0138 1.3341               
P02787 TF Serotransferrin 36 28 0.0530 -0.4264               
P27169 PON1 Serumparaoxonase/arylesterase 1  26 22 0.0421 0.2981               
Q6EEV6 SUMO4 Smallubiquitin-relatedmodifier 4  1 1 0.0093 -0.5258               
Q9Y5W7 SNX14 Sorting nexin-14  4 2 0.0260 -0.4546               
O00391 qsox1 Sulfhydryl oxidase 1  28 19 0.0484 -0.2294               
P21675 TAF1 Transcription initiation factor TFIID subunit 1  18 6 0.0060 -0.4270               
Q15582 TGFBI Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3  4 3 0.0676 0.3709               
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Q9H3H1 TRIT1 tRNAdimethylallyltransferase 1 1 0.0086 1.9275               
P68363 TUBA1B Tubulin alpha-1B chain 3 1 0.0254 -0.1379               
P68366 tuba4a Tubulin alpha-4A chain 3 1 0.0024 -0.1479               
P11684 SCGB1A1 Uteroglobin 1 1 0.0009 1.0315               
Q96RL7 VPS13A Vacuolar protein sorting-associated protein 13A  10 7 0.0154 -0.3280               
P22891 PROZ Vitamin K-dependentprotein Z  2 2 0.0816 0.2491               
Q13936 CACNA1C 
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-
1C  
3 2 0.0026 0.6786 
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Table S2.5- Differentially abundant proteins in good responders and poor responders before and after 6 weeks of risperidone 
treatment 
 
 Risperidonegoodresponders (RGR) Risperidonepoorresponders (RPR) 










Q10588 BST1 ADP-ribosylcyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 2 3 2 0.0092 -1.6962 P04075 ALDOA Fructose-bisphosphatealdolase A 5 3 0.0056 -0.8046 
P01011 SERPINA3 Alpha-1-antichymotrypsin 160 137 0.0387 -0.1843 O75015 FCGR3B Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor III-B 2 2 0.0056 -0.5363 
P04217 A1BG Alpha-1B-glycoprotein+K4 91 82 0.0430 0.1362 Q15848 ADIPOQ Adiponectin 8 3 0.0069 0.5012 
P02765 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 72 63 0.0413 0.1921 Q8NAA6 C15orf53 Uncharacterizedprotein C15orf53 2 1 0.0071 -7.2185 
P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1 30 13 0.0365 0.2044 Q96AV8 E2F7 Transcriptionfactor E2F7 1 1 0.0129 0.9682 
P35609 ACTN2 Alpha-actinin-2 12 4 0.0201 -0.2570 O94892 znf432 Zincfingerprotein 432 2 1 0.0143 2.1010 
P02652 XA2 Apolipoprotein A-II 14 12 0.0707 -1.3546 O75882 ATRN Attractin 65 49 0.0151 -0.6240 
P06727 APOA4 Apolipoprotein A-IV 117 95 0.0079 0.9244 Q9P1Z9 CCDC180 Coiled-coil domain-containing protein 180 5 3 0.0225 -1.0856 
Q13790 APOF Apolipoprotein F 5 4 0.0164 -2.8637 Q8WXW3 PIBF1 Progesterone-induced-blockingfactor 1 2 1 0.0241 0.5512 
Q96P50 acap3 Arf-GAP with coiled-coil_ ANK repeat and PH domain-containing protein 3 5 4 0.0595 0.4416 Q9H5L6 THAP9 DNA transposase THAP9 3 2 0.0244 0.2223 
Q86UK0 ABCA12 ATP-binding cassette sub-family A member 12 7 4 0.0535 -0.3272 P15144 ANPEP Aminopeptidase N 4 4 0.0303 -0.7598 
O75882 ATRN Attractin 65 49 0.0287 -0.3762 P02775 PPBP Plateletbasicprotein 6 3 0.0326 0.5335 
P02749 APOH ApolipoproteinH 76 69 0.0746 0.2055 Q86WJ1 CHD1L Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1-like 3 3 0.0345 -1.5756 
O95340 PAPSS2 Bifunctional 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 2 1 0.0244 -1.9883 P05154 SERPINA5 Plasma serine protease inhibitor 2 1 0.0355 -0.5867 
P13727 PRG2 Bonemarrowproteoglycan 2 3 3 0.0227 -0.5413 P60709 ACTB Actin_ cytoplasmic 1 42 20 0.0384 -0.8187 
P15169 CPN1 Carboxypeptidase N catalyticchain 1 26 20 0.0136 -0.6452 Q68BL8 OLFML2B Olfactomedin-likeprotein 2B 2 1 0.0392 -0.8498 
P16070 CD44 CD44 antigen 6 5 0.0795 -0.3535 Q04760 GLO1 Lactoylglutathionelyase 1 1 0.0394 0.6955 
P00450 CP Ceruloplasmin 277 242 0.0572 -0.2070 P07951 TPM2 Tropomyosin beta chain 6 1 0.0443 -0.6502 
P02745 C1QA Complement C1q subcomponent subunit A 11 8 0.0215 -0.2821 Q5T0N5 FNBP1L Formin-bindingprotein 1-like 5 4 0.0463 -1.1694 
P02746 C1QB Complement C1q subcomponent subunit B 28 22 0.0887 0.2445 P09486 SPARC Secreted Protein Acidic And Rich In Cysteine 2 2 0.0465 -0.7559 
P00736 C1R Complement C1r subcomponent 67 53 0.0814 0.1545 P31946 YWHAB 14-3-3 protein beta/alpha 3 2 0.0467 -0.7575 
Q9NZP8 C1RL Complement C1r subcomponent-like protein 21 16 0.0141 -0.5095 Q14847 LASP1 LIM and SH3 domain protein 1 2 1 0.0480 0.7625 
P09871 C1S Complement C1s subcomponent 62 58 0.0537 0.1066 P63104 YWHAZ 14-3-3 proteinzeta/delta 16 13 0.0492 -0.3420 
P01024 C3 Complement C3 115 96 0.0681 0.2819 P06276 BCHE Cholinesterase 39 30 0.0503 -0.6009 
P01031 C5 Complement C5 161 141 0.0458 -0.1396 P63313 TMSB10 Thymosin beta-10 1 1 0.0509 2.1359 
P13671 C6 Complementcomponent C6 98 84 0.0325 -0.1448 Q3V6T2 CCDC88A Girdin 6 3 0.0523 0.5184 
P10643 C7 Complementcomponent C7 76 66 0.0490 -0.2520 P35609 ACTN2 Alpha-actinin-2 12 4 0.0525 0.2439 
P07360 C8G Complement component C8 gamma chain 20 19 0.0679 -0.1727 Q8TAM6 ERMN Ermin 2 1 0.0561 -0.4183 
P08185 SERPINA6 Corticosteroid-bindingglobulin 26 24 0.0066 0.1010 O43866 CD5L CD5 antigen-like 17 14 0.0563 0.5450 
P54108 CRISP3 Cysteine-richsecretoryprotein 3 5 3 0.0754 -0.5974 P23142 FBLN1 Fibulin-1 25 22 0.0577 0.7141 
Q9BTE7 DCUN1D5 DCN1-like protein 5 2 1 0.0833 -0.3317 P35443 THBS4 Thrombospondin-4 11 4 0.0612 1.4765 
Q8TDJ6 DMXL2 DmX-likeprotein 2 4 4 0.0670 -0.2843 P04114 APOB Apolipoprotein B-100 415 344 0.0665 -0.7600 
Q9H5L6 THAP9 DNA transposase THAP9 3 2 0.0770 -0.3374 Q9NV06 DCAF13 DDB1- and CUL4-associated factor 13 2 1 0.0761 0.3199 
Q96DT5 DNAH11 Dynein heavy chain 11_ axonemal 9 5 0.0169 -0.5716 Q14520 HABP2 Hyaluronan-bindingprotein 2 28 20 0.0773 0.3445 
Q12805 EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 12 12 0.0253 0.4079 P30044 PRDX5 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 2 1 0.0817 -4.2441 
Q9UGM5 FETUB Fetuin-B 15 10 0.0741 0.3221 Q9P2Y5 UVRAG UV radiation resistance-associated gene protein 3 2 0.0827 0.6022 
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P02751 FN1 Fibronectin 161 144 0.0658 -0.2789 Q53GS9 USP39 U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 2 4 2 0.0827 -0.2246 
Q08380 LGALS3BP Galectin-3-bindingprotein 5 4 0.0757 -0.2431 P00709 LALBA Alpha-lactalbumin 2 1 0.0829 7.8968 
P06396 GSN Gelsolin 95 83 0.0137 0.2259 P09960 LTA4H Leukotriene A-4 hydrolase 1 1 0.0842 1.3800 
P22352 GPX3 Glutathioneperoxidase 3 19 14 0.0048 -0.2544 P21333 FLNA Filamin-A 29 22 0.0868 -0.2599 
Q8IWJ2 GCC2 GRIP and coiled-coil domain-containing protein 2 6 1 0.0790 -0.2993 P02748 C9 Complementcomponent C9 78 65 0.0915 0.6144 
Q14520 HABP2 Hyaluronan-bindingprotein 2 28 20 0.0168 0.3816 P02647 APOA1 Apolipoprotein A-I 6 6 0.0952 -1.1206 
P19823 ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 152 132 0.0881 0.1650 Q6UB98 ANKRD12 Ankyrin repeat domain-containing protein 12 2 1 0.0954 1.4419 
Q06033 ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 65 56 0.0149 -0.4481 Q92736 RYR2 Ryanodine receptor 2 9 3 0.0990 0.7859 
Q4KMZ1 IQCC IQ domain-containing protein C 2 1 0.0741 0.2060               
Q9BR39 JPH2 Junctophilin-2 3 1 0.0048 1.6541               
P29622 SERPINA4 Kallistatin 42 39 0.0080 0.2858               
P01042 kng1 Kininogen-1 118 102 0.0238 0.1284               
Q6ZMR3 LDHAL6A L-lactatedehydrogenaseA-like 6A 2 1 0.0249 -0.7806               
Q6PKG0 LARP1 La-relatedprotein 1 4 3 0.0413 0.3838               
Q04760 GLO1 Lactoylglutathionelyase 1 1 0.0815 0.4672               
P02750 LRG1 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 38 33 0.0709 -0.3239               
P51884 LUM Lumican 36 31 0.0019 0.6050               
P13473 LAMP2 Lysosome-associatedmembraneglycoprotein 2 2 2 0.0678 -0.1483               
O00187 MASP2 Mannan-binding lectin serine protease 2 7 4 0.0262 -0.2824               
P11226 MBL2 Mannose-bindingprotein C 7 3 0.0143 0.3433               
P08571 CD14 Monocytedifferentiationantigen CD14 8 6 0.0655 -0.2789               
Q9UKX2 MYH2 Myosin-2 10 1 0.0584 -0.7584               
P12883 MYH7 Myosin-7 25 13 0.0043 -0.3288               
Q99784 OLFM1 Noelin 2 1 0.0717 0.8712               
P19838 NFKB1 Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit 13 7 0.0529 -0.2979               
P52948 NUP98 Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96 5 2 0.0081 -1.2345               
Q6UXB8 PI16 Peptidase inhibitor 16 9 7 0.0014 0.6751               
P62937 PPIA Peptidyl-prolylcis-transisomerase A 5 3 0.0510 0.5730               
P36955 SERPINF1 Pigmentepithelium-derivedfactor 62 53 0.0949 0.1513               
P00747 PLG Plasminogen 157 135 0.0710 -0.0855               
P02775 PPBP Plateletbasicprotein 6 3 0.0576 -0.2206               
Q9UIW2 plxna1 Plexin-A1 5 3 0.0451 -0.4680               
Q9Y4D7 PLXND1 Plexin-D1 5 2 0.0644 -1.2889               
Q6P2Q9 PRPF8 Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 4 2 0.0548 1.1729               
Q8NHR9 PFN4 Profilin-4 3 2 0.0048 -0.9958               
P41222 PTGDS Prostaglandin-H2 D-isomerase 5 5 0.0940 0.1961               
P05109 S100A8 Protein S100-A8 3 2 0.0371 -0.8740               
Q5T013 HYI Putativehydroxypyruvateisomerase 13 6 0.0064 0.2390               
P52565 ARHGDIA Rho GDP-dissociationinhibitor 1 3 2 0.0106 -0.4086               
Q9H6W3 c14orf169 Ribosomaloxygenase 1 2 1 0.0012 -0.3156               
Q9UFD9 RIMBP3 RIMS-bindingprotein 3A 2 1 0.0201 1.1719               
Q92736 RYR2 Ryanodine receptor 2 9 3 0.0373 -0.4230               
P0DJI8 SAA1 Serumamyloid A-1 protein 2 1 0.0917 0.3172               
Q15165 PON2 Serumparaoxonase/arylesterase 2 2 1 0.0737 0.1981               
P04278 SHBG Sex hormone-bindingglobulin 20 16 0.0669 -0.2815               
  108 
 
 
Q07890 SOS2 Sonofsevenlesshomolog 2 4 2 0.0124 0.8952               
Q92752 TNR Tenascin-R 3 1 0.0014 0.5576               
P22105 TNXB Tenascin-X 26 22 0.0266 -0.5854               
P05452 CLEC3B Tetranectin 22 18 0.0888 0.1770               
P35443 THBS4 Thrombospondin-4 11 4 0.0091 0.9613               
Q9BX84 TRPM6 Transient receptor potential cation channel subfamily M member 6 4 3 0.0121 -0.3066               
P19237 TNNI1 Troponin I_ slow skeletal muscle 1 1 0.0503 0.4575               
Q9H0Y0 ATG10 Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10 1 1 0.0063 -0.3080               
P19320 VCAM1 Vascular celladhesionprotein 1 20 17 0.0540 0.2438               
P04070 PROC Vitamin K-dependent protein C 5 4 0.0223 0.3398               
P04004 VTN Vitronectin 85 79 0.0164 0.2164               
P12955 PEPD Xaa-Pro dipeptidase 9 4 0.0789 0.8003               
Q5T200 ZC3H13 Zinc finger CCCH domain-containing protein 13 9 6 0.0832 0.3992               
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Table S2.6- Top 10 biological processes (DAVID-GO) affected by olanzapine and risperidone 
 





Plateletdegranulation TF, F5, F13A1, SELENOP, SERPINA3, APOH, TUBA4A, CFD, ECM1, QSOX1 1E-09 
Regulationofcomplementactivation C8A, CFP, C9, C6, C2, C8G 3E-07 
Complementactivation, alternativepathway C8A, CFP, C9, CFD, C8G 3E-07 
Complementactivation C8A, CFP, C6, C1S, C2, CFD 6E-05 
Bloodcoagulation, intrinsicpathway KLKB1, F2, APOH, GP1BA 8E-05 
Complementactivation, classicalpathway C8A, C9, C6, C1S, C2, C8G 1E-04 
Proteolysis F5, KLKB1, MMP19, F2, ANPEP, C1S, C2, CFD, HGFAC, PCOLCE 6E-04 
Bloodcoagulation F5, F13A1, F2, PROZ, SERPINC1, GP1BA 2E-03 
Negative regulation of endopeptidase activity SERPINF1, AGT, FETUB, SERPINA3, SERPINC1 3E-03 
Negative regulationofangiogenesis SERPINF1, ROCK2, AGT, APOH 3E-03 
Olanzapine 
PR 
Negative regulation of endopeptidase activity PZP, ITIH1, SERPINA4, SERPINC1, SERPINA1, AHSG 2E-05 
Plateletdegranulation LGALS3BP, SERPINA4, SERPINA1, CFD, AHSG 2E-04 
Response tonutrient VCAM1, SERPINC1, C2, ADIPOQ 1E-03 
Complementactivation MASP2, C2, CFD, IGKC 2E-03 
Receptor-mediatedendocytosis LGALS3BP, APOB, IGKC, CD14 2E-02 
Negative regulation of synaptic transmission BCHE, ADIPOQ 2E-02 
Low-density lipoprotein particle clearance APOB, ADIPOQ 2E-02 
Oxidation-reductionprocess VCAM1, LDHB, DHRS13, H6PD, SH3BGRL3, CP 2E-02 
Complementactivation, classicalpathway MASP2, C2, IGKC 3E-02 




KNG1, ACTN1, ACTN2, PLG, AHSG, A1BG, LGALS3BP, LAMP2, PPBP, CLEC3B, 
SERPINA4, APOH, SERPINA3, ITIH3, FN1 
2E-16 
Complementactivation, classicalpathway C1QA, MBL2, C7, C1QB, C3, MASP2, C6, C5, C1RL, C1R, C1S, C8G 4E-12 
Negative regulation of endopeptidase activity 
KNG1, SERPINF1, C3, SERPINA6, FETUB, C5, SERPINA4, SERPINA3, ITIH2, 
VTN, ITIH3, AHSG 
3E-11 
Complementactivation C1QA, MBL2, C7, C1QB, C3, MASP2, C6, C5, C1R, C1S 7E-10 
Regulationofcomplementactivation C7, C3, C6, C5, VTN, C8G 5E-07 
Innateimmune response 
C1QA, MBL2, CRISP3, C1QB, S100A8, SAA1, C6, C1RL, NFKB1, C1R, C1S, 
CD14 
1E-05 
Negative regulation of blood coagulation KNG1, APOH, VTN, PROC 3E-05 
Complementactivation, alternativepathway C7, C3, C5, C8G 4E-05 
Acute-phase response MBL2, SAA1, SERPINA3, FN1, AHSG 5E-05 
Proteolysis C1QA, MBL2, C1QB, PEPD, C3, MASP2, C1RL, C1R, C1S, PLG, PROC, HABP2 6E-05 
Plateletdegranulation ALDOA, APOA1, PPBP, ACTN2, SPARC, FLNA 4E-06 





Actinfilamentorganization ALDOA, ERMN, TMSB10, TPM2 7E-04 
Membraneorganization YWHAZ, CCDC88A, YWHAB 3E-03 
Cell-celladhesion ALDOA, YWHAZ, FNBP1L, LASP1, YWHAB 4E-03 
Receptor-mediatedendocytosis APOB, APOA1, CD5L, SPARC 1E-02 
Response toglucocorticoid BCHE, SPARC, ADIPOQ 1E-02 
Cytoplasmicsequesteringofprotein YWHAB, FLNA 1E-02 
Negative regulation of synaptic transmission BCHE, ADIPOQ 2E-02 
Negative regulation of heterotypic cell-cell adhesion APOA1, ADIPOQ 2E-02 
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Olanzapine GR Olanzapine PR Risperidone GR 
Risperidone 
PR 
p value Z-score  Z-score  p value p value Z-score  Z-score  p value 
Acute Phase Response Signaling 3.63E-12 -1 N/A 8.85E-04 4.75E-20 -0.707 N/A 
4.92E-
02 
Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages 7.66E-04 1.342 N/A 1.05E-02 1.27E-03 -1.342 N/A 
5.42E-
02 
Coagulation System 2.06E-07 -1.342 N/A 8.01E-05 4.28E-04 N/A N/A 
6.72E-
02 
Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 5.29E-07 -1.342 N/A 4.55E-03 1.37E-02 N/A N/A N/A 
Cardiac Hypertrophy Signaling (Enhanced) 3.77E-03 1.342 N/A N/A 1 N/A N/A 
6.24E-
01 
LXR/RXR Activation 8.33E-10 -0.333 -0.447 1.04E-05 1.17E-16 2.673 N/A 
1.79E-
03 
ILK Signaling 5.19E-01 N/A N/A 3.70E-01 1.69E-04 -0.816 1 
5.65E-
04 
Complement System 8.18E-11 N/A N/A 9.48E-05 3.41E-18 0.707 N/A 
7.10E-
02 
Actin Cytoskeleton Signaling 9.80E-03 N/A N/A 9.73E-02 4.07E-07 -0.378 N/A 
9.04E-
04 




















Nesta tese, investigamos os possíveis papéis dos mecanismos da ação de 
antipsicóticos atípicos e a possibilidade de discriminar grupos, fornecendo hipóteses 
e perspectivas de efeitos diretos ou indiretos dos mesmos na resposta ao tratamento. 
Encontramos, por exemplo, alteração em proteínas que atuam na via de 
sinalização de resposta de fase aguda apenas nos grupos de resposta positiva ao 
tratamento com olanzapina e risperidona. Proteínas com papel na via de sinalização 
de resposta de fase aguda são encontradas alteradas em pacientes com 
esquizofrenia, comparado com indivíduos saudáveis, sugerindo uma ativação dessa 
via, nesses indivíduos. Em nossas análises de vias, verificamos que a atividade dessa 
via nos dois grupos de tratamento estavam diminuídas, sugerindo que possa haver 
um efeito terapêutico relacionado a essa via de sinalização.  
Em nosso estudo, um dos principais desafios foi trabalhar com amostras de 
pacientes, considerando a raridade e dificuldade de coleta em ocasiões tão 
específicas como a que utilizamos para desenvolver essa tese. A acuidade com que 
as amostras foram tratadas desde a seleção dos pacientes, coleta e processamento 
das amostras e ainda, a homogeneidade genética dos sujeitos do estudo, tornaram 
possível que futuras informações obtidas desse desenho experimental  sejam mais 
fidedignas, pois representam da melhor forma um contexto real sem grandes 
alterações provocadas pelo processo de preparo da amostra.  
O uso da espectrometria de massas sem direcionamento de hipóteses nesse 
tipo de estudo oferece certas vantagens, como a possibilidade de identificar proteínas 
que ainda não foram relacionadas a doença ou ao tratamento. É uma técnica 
interessante também para identificar proteínas que ainda não foram caracterizadas, e 
que podem ser significativas para avançar o conhecimento atual de mecanismo de 
ação das drogas usadas para tratar a SCZ. Nesse contexto, os dados obtidos por esse 
estudo são de grande valor para inferir informações que possam futuramente 
beneficiar os pacientes.  
A análise proteômica de plasma sanguíneo ainda é limitada, pois as 
profundidades atuais de instrumentação geralmente fornecem informações sobre as 
proteínas com maior abundância e mais comumente encontradas na literatura, mas 
não propiciam, de maneira robusta, cobertura suficiente de espécies com baixa 




abundância, ainda assim, podem contribuir com um caminho para aprofundar nossa 
compreensão da relação entre o sistema imune e inflamatório e a terapêutica da SCZ.  
 O estudo longitudinal (comparação de amostras em T0 e em T6)  contribuiu 
para uma melhor compreensão do panorama do proteoma do plasma sanguíneo em 
indivíduos com esquizofrenia tratados com risperidona e olanzapina, apontando vias 
alteradas já descritas na patofisiologia da esquizofrenia, em cérebro post mortem, 
fluido cérebro-espinhal, soro e plasma,  as quais foram enriquecidas em sua maioria, 
nos grupos de resposta positiva aos tratamentos.  
Esses resultados, juntamente com outras evidências recentes apontam vias de 
sinalização imunes e inflamatórias como uma forte hipótese candidata a promover 
alguns dos efeitos terapêutico, justificando estudos futuros para investigar a 
associação dessas proteínas ao tratamento com antipsicóticos atípicos, 
possivelmente via estudos de modificações pós traducionais, alterações de histonas, 
estudos funcionais que possam complementar na conclusão desse quebra-cabeças. 
Ainda, esses achados podem servir de base para juntar esforços com novos estudos 
longitudinais em diferentes coortes para a melhor compreensão dos alvos moleculares 
dos antipsicóticos e para desenvolvimento de novos fármacos com alvos em vias do 
sistema imune.  
De uma perspectiva clínica, com o estudo do proteoma do plasma de pacientes 
com esquizofrenia antes do início do tratamento, para a identificação de potenciais 
assinaturas proteicas de resposta positiva ao tratamento com olanzapina e risperidona 
foi possível inferir um painel de proteínas que contribui para a separação entre os 
grupos de boa e má resposta ao tratamento. Esse resultado preliminar, se validado 
poderá compor um painel de assinaturas proteicas de resposta a tratamento, com 
potencial contribuição para aplicação clínica no futuro.   
Apesar de esforços para o desenvolvimento e/ou aplicação de drogas com alvo, 
ainda não há sucessos, e os antipsicóticos disponíveis ainda apresentam melhor 
desempenho para tratar a SCZ. Sendo assim, os dados obtidos aqui tornam possível 
o aprimoramento das drogas já existentes com alvos mais específicos para os 
sistemas que se mostraram alterados e melhor direcionamento terapêutico no âmbito 
da medicina personalizada. 
 




Ainda que exploratório, esse estudo pode servir como base para futuros 
direcionamentos com abordagem terapêutica do tratamento com antipsicóticos e 
assinaturas de predição de resposta positiva ao tratamento. Para enriquecer esse 
trabalho, as próximas etapas de validação seriam a aplicação dos resultados obtidos 
em um novo e maior coorte através do uso de técnicas da biologia molecular e mesmo 
espectrometria de massas direcionada, além de análises estatística e bioinformática 


























8. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 
É importante notar que o preparo de amostra de plasma/soro pode variar em 
diferentes estudos. Alguns autores optam por usar o plasma total para refletir as reais 
alterações que ocorrem nesse tecido. Outros autores preferem remover (depletar) as 
proteínas mais abundantes do plasma (que pode variar entre a albumina até dezenas 
de proteínas). Enquanto na primeira opção as proteínas de baixa abundância teriam 
poucas chances de serem identificadas em análises de espectrometria de massas, a 
segunda opção representa um recorte do tecido em estudo, já que as proteínas que 
formam complexos com proteínas abundantes seriam carreadas fora da amostra de 
estudo. Um estudo desenvolvido por nosso grupo e outro estudo publicado na 
literatura apontam para centenas de proteínas identificadas na porção abundante do 
plasma. Nós optamos pela segunda alternativa para que ter chances de identificar as 
proteínas poucos abundantes que têm papeis importantes na patofisiologia da SCZ.  
Outra potencial limitação desse estudo foi o pequeno tamanho amostral (n=11 
em olanzapina e n=16 em risperidona), o qual pode ter afetado a significância dos 



















9. PERSPECTIVAS   
A esquizofrenia é uma doença grave, complexa e incurável que gera elevados 
custos para o sistema público de saúde e uma penosa qualidade de vida para os 
pacientes e seus familiares. Apesar da baixa eficiência apresentada pelos 
antipsicóticos disponíveis hoje no mercado, o desenvolvimento de novos fármacos 
leva anos até que sejam aprovados para uso na clínica e é preciso um investimento 
financeiro substancial pela indústria farmacêutica. Uma maneira de contornar essa 
situação e trazer algum benefício na taxa de resposta ao tratamento é através da 
indicação de um tratamento adequado para cada paciente nos estágios iniciais da 
doença. Entretanto, ainda pouco se sabe sobre as vias de sinalização associadas ao 
tratamento com antipsicóticos, tanto do ponto de vista do efeito terapêutico quanto 
dos efeitos colaterais. Apesar dos avanços tecnológicos de ferramentas no campo de 
imagem, genômica, proteômica e engenharia molecular, ainda não existem 
assinaturas moleculares prognósticas tampouco preditivas com aplicação na prática 
clínica. 
Os dados obtidos através do proteoma do plasma sanguíneo de pacientes com 
esquizofrenia em T0 e em T6 representam nosso esforço no sentido de contribuir para 
a maior compreensão molecular do tratamento da SCZ e uma tentativa de compor um 
painel de assinaturas proteicas que futuramente possam predizer resposta a 
tratamento, através uma lista de potenciais marcadores moleculares para esta 
doença. Para isso, será necessário validar nossos achados, que dependerá de 
análises subsequentes em amostras individualizadas e oriundas de um maior número 
de pacientes, de modo a cobrir os importantes aspectos de variações individuais e 
endofenótipos, passando por experimentos in vitro e in vivo para avaliar o papel 
funcional dos marcadores observados, que poderiam ter um papel importante em 
explorar a origem da abundância diferencial observada, melhorando nossa 
compreensão das complexas interações envolvidas. 
Interessantemente, observamos proteínas diferencialmente abundantes ainda não 
caracterizadas em nível de proteínas e outras que ainda não foram relacionadas com 
a SCZ e que merecem atenção especial, já que têm o potencial para indicar novos 
mecanismos ainda não apontados para o tratamento da SCZ se confirmados em 
estudos posteriores.  




Dessa forma, este projeto e seus desdobramentos podem servir de alicerce para 
trabalhos posteriores e corroborar para a compreensão do mecanismo de ação dos 
antipsicóticos no plasma sanguíneo, e suas possíveis aplicações em pesquisa 
translacional. 
 
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 
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